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1. Einleitung  
 
1.1. Physiologie der Leber  
 
1.1.1.  Anatomischer Aufbau der Leber 
 
Die vielfältigen Funktionen der Leber werden durch den sehr komplexen makro- wie 
mikroskopischen Aufbau unter der Bildung einer anatomischen und funktionellen Ein-
heit mit den Gallenwegen und der Gallenblase ermöglicht. Das Organ besteht aus 
vier unterschiedlich großen Leberlappen (= Lobus dexter, Lobus sinister, Lobus 
quadratus und Lobus caudatus). Die Blutversorgung der Leber wird über zwei unter-
schiedliche Gefäßsysteme gewährleistet: 1.) dem systemischen Kreislauf über die 
Aorta, dem Truncus coeliacus und der Ateria hepatica und 2.) über den portalen 
Kreislauf bestehend aus venösen Splanchnikusgefäßen und der Pfortader (Renz-
Polster und Krautzig, 2008). Die anatomische Untereinheit der Leber ist das Leber-
läppchen. In den Eckpunkten benachbarter Leberläppchen befinden sich jeweils die 
Periportalfelder mit dem so genannten Glissonschen-Dreieck (Abb. 1). Das Glisson-
sche-Dreieck besteht aus einem Portalvenenast (= Vena porta), einem Ast der Ateria 
hepatica und einem Gallengang (= ductus interlobulares) (Abb. 1). Das Zentrum der 
Leberläppchen bilden die Zentralvenen, in denen das Blut über die Lebervenen in die 
Vena cava inferior (= untere Hohlvene) zum rechten Herzen geführt wird (Renz-
Polster und Krautzig, 2008). Strahlenförmig von der Zentralvene ausgehend befinden 
sich in Balken angeordnet die parenchymalen Leberzellen (= Hepatozyten). In den 
Sinusoiden, den natürlich vorkommenden Hohlräumen zwischen diesen Hepato-
zytenbalken, vereinigt sich das von der Ateria hepatica und Vena porta zugeführte 
Blut. Die basale Oberfläche der Hepatozyten ist von Sinusoidendothelzellen (= liver 
sinusoidal endothelial cells; LSECs) durch den Disse-Raum getrennt. In diesem 
Zwischenraum findet ein Stoffaustausch zwischen Blut und Hepatozyten statt 
(Siegenthaler und Blum, 2006). Im Zentrum der Leberläppchen beginnen außerdem 
die Gallenkapillaren, in denen die von den Hepatozyten produzierte Galle nach 
außen in die Gallengänge strömt (Deetjen und Speckmann, 1999). Neben den Hepa-
tozyten und Endothelzellen sind noch zwei weitere Zellarten maßgeblich an der 
Funktion und dem Aufbau der Leber beteiligt (Racanelli und Rehermann, 2006). Die 
so genannten Kupfferzellen sind die leberspezifischen Makrophagen, die sich ge-
websständig im Inneren der sinusoiden Leberkapillaren befinden. Ihre Hauptfunk-
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tionen ist die Filterung des Pfortaderblutes von z.B. geschädigten roten Blutkörper-
chen, Bakterien oder Schadstoffen durch Phagozytose (Siegenthaler und Blum, 
2006). Die hepatic stellate cells (= Stern- oder Itozellen; HSCs) sind Vitamin A spei-
chernde Zellen, die im Disse-Raum lokalisiert sind (s.a. Abb. 3; S. 9) und eine Viel-
zahl an Funktionen übernehmen, die im Rahmen der Pathogenese der Leberfibrose 
(Abschnitt 1.2.5.) näher erörtert werden.  
 
 
Abb. 1: Aufbau der Leber mit ihrer funktionellen Einheit dem Leberläppchen 
[modifiziert nach wissenmedia GmbH, Gütersloh; www.hepatitis-bw.de] 
 
1.1.2.  Die Leber: ein multifunktionales Organ 
 
Die komplexe Leberlappenstruktur des Organs zeugt von zahlreichen physiolo-
gischen Aufgaben im Intermediärstoffwechsel des Körpers. Hierzu zählen u.a. (Sie-
genthaler und Blum, 2006):  
 
 Regulation der Glykogensynthese, Glykogenolyse und Glukoneogenese, 
 Synthese aller im Blut zirkulierenden Proteine (Bsp. Albumin, Gerinnungs-
faktoren; Ausnahme: γ-Globuline), 
 Fettsynthese und -abbau, 
 Speicherung von Glykogen und Triglyzeriden zur Aufrechterhaltung des Ener-
giehaushaltes des Körpers, 
 Biotransformation von lipophilen Xenobiotika in hydrophile, ausscheidbare 
Stoffe, 
 Exkretionsfunktion von verschiedenen Stoffen über die Galle (Bsp. Bilirubin, 
Steroidhormone, Medikamente), 























 Verdauungsfunktion durch die Produktion der Gallensäuren, 
 Harnstoffsynthese und Säure-Base-Regulation, 
 Immunologische Funktion durch die Kupfferzellen, der Synthese von Komple-
mentfaktoren und Akute-Phase-Proteinen (Racanelli und Rehermann, 2006). 
 
1.2. Die Erkrankung Leberfibrose 
 
Das Krankheitsbild der Fibrose ist eine „(...) häufig auch als Sklerose bezeichnete 
Vermehrung des Bindegewebes" (Zink und Ostrach, 1998), die in dem jeweiligen 
Organ zu dem Verlust der Elastizität, dessen Verhärtung und letztendlich zu Funk-
tionseinschränkungen führt. Die Fibrosierung der Leber ist ein unspezifisches Reak-
tionsmuster auf eine chronische Schädigung des Parenchyms (= Zellnekrosen), 
welche unterschiedliche pathologische Ursachen (= Ätiologien) haben kann (Ab-
schnitt 1.2.1.).  
 
1.2.1. Epidemiologie und Ätiologie der Leberfibrose  
 
Lebererkrankungen stehen als Todesursachen in Deutschland an fünfhäufigster 
Stelle (Tacke und Weiskirchen, 2010). Die genaue Inzidenz ist unsicher, da viele 
leberfibrotische Erkrankungen und ihr gemeinsames Endstadium, die Leberzirrhose, 
weitestgehend symptomlos verlaufen. In Europa und in den USA rechnet man mit 
etwa 250 Erwachsenen/Jahr auf 100000 Einwohner, wobei das Verhältnis erkrankter 
Männer zu Frauen bei 2:1 liegt (Herold, 2011).  
Zu den Ursachen der Entstehung einer Leberfibrose zählen u.a. Entzündungen 
(Virushepatiden, alkoholisch bedingte Fettleber, Cholangitis), die Intoxikation mit 
hepatotoxischen Substanzen (z.B. Paracetamol, Pilzgifte, Tetrachlorkohlenstoff (= 
CCL4)), eine Organverfettung (= metabolisches Syndrom) sowie eine Einschränkung 
oder gänzliche Unterbrechung des Gallensäureabflusses (= Cholestase) (Mormone 
et al., 2011). Auch können zahlreiche, auf angeborene Stoffwechselerkrankungen 
beruhende Speicherkrankheiten häufig zu einer Leberfibrose führen. Hierzu gehören 
z.B. Fettstoffwechselstörungen (= Morbus Gaucher), Glykogenspeicherkrankheiten, 
α1-Antitrypsinmangel oder Kupferspeicherkrankheiten (= Morbus Wilson) (Mormone 
et al., 2011).  
Einleitung  
4 
1.2.2. Klinische Symptome einer Leberfibrose 
 
Schädigungen der Leber können bis zu einem gewissen Grad aufgrund ihrer enor-
men Kapazität zur Regenerationsfähigkeit kompensiert werden (Greenbaum und 
Wells, 2011; Baddour et al., 2012). Daher treten die klinischen Symptome eines 
leberfibrotischen Patienten erst zu einem sehr späten Zeitpunkt der Leberschädigung 
auf. Die für die Leberfibrose bzw. -zirrhose charakteristischen Symptome lassen sich 
wie folgt gliedern in (Herold, 2011): 
 
  Allgemeine Symptome wie Müdigkeit, verminderte Leistungsfähigkeit, Völle-
gefühl, Übelkeit und Gewichtsabnahme (Newton und Jones, 2012), 
  Veränderungen der Lederhaut (Bsp. Spider naevi (= Lebersternchen; Udell 
et al., 2012), Palmarerytheme (= gerötete Handflächen), Caput medusae (= 
vermehrte Venenzeichnung der Bauchhaut)), 
  Entstehung von Juckreiz durch die Ablagerung von Gallensäuren in der Haut 
(= Prurigo simplex; Kremer et al., 2011), 
  Hormonstörungen (Bsp. Verlust der Sekundärbehaarung (= Bauchglatze), 
Potenzstörungen, Gynäkomastie (Udell et al., 2012)), 
  regulatorische physiologische Anzeichen (Bsp. Ikterus (= Gelbfärbung der 
Schleimhäute/Skleren durch eine Störung des Bilirubinstoffwechsels), eine 
erhöhte Blutungsneigung (Albornoz et al., 1999)), 
  Entstehung einer portalen Hypertension (= PTH) mit einem erhöhtem Risiko 
der Ödem- bzw. Aszitesbildung und der Blutung von Ösophagus- und Fun-
dusvarizen (Castera et al., 2012; Wong, 2012), sowie der Entwicklung eines 
hepatorenalen (Robic et al., 2011) oder hepatopulmonalen Syndroms 
(Machicao und Fallon, 2012), 
  Entwicklung einer hepatischen Enzephalopathie (= Retention von neuro-
toxischen Substanzen im Körper; Garcίa-Martίnez et al., 2011), 
  Entwicklung eines primären Leberzellkarzinoms meistens als Spätfolge der 
Leberzirrhose (= hepatozelluläres Karzinom; Hanish und Knechtle, 2011). 
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1.2.3. Diagnose und Klassifizierung einer Leberfibrose 
 
1.2.3.1. Invasive Diagnostik  
 
Für die Diagnose einer Leberfibrose/-zirrhose sowie für die Bestimmung des Leberfi-
brosegrades gilt bis heute als „Goldstandardmethode" die Durchführung einer Leber-
biopsie mit anschließender histologischer Auswertung (Guha und Rosenberg, 2008; 
Han und Yoon, 2008). Die Probenentnahme stellt jedoch einen invasiven Eingriff dar, 
bei dem es in etwa bei 0,6 % bis 5 % der Fälle zu Komplikationen kommen kann. 
Nachteile der Goldstandardmethode sind die nicht repräsentative Darstellung der 
Leberfibrose anhand der Biopsie, da die Erkrankung bei mindestens einem Drittel der 
Patienten nicht heterogen im Gewebe verläuft, sowie die Verwendung von verschie-
denen Scoring-Systemen zur Klassifizierung des Fibrosestadiums (Bsp. Metavir-
Score; Stauber, 2009), die histopathologisch nur semiquantitativ ausgewertet werden 
können.  
 
1.2.3.2. Nicht-invasive Diagnostik 
 
Alternativ zu der invasiven Diagnostik wurden in den letzten Jahren vermehrt nicht-
invasive Testverfahren, wie die Bestimmung von verschiedenen Serumlaborpara-
metern, evaluiert. Bei einer akuten Leberschädigung steigen u.a. die Leberenzyme 
Alanin-Aminotransferase (= ALT) und Aspartat-Aminotransferase (= AST) im Serum 
von leberfibrotischen Patienten an. Die ALT ist in löslicher Form im Zytoplasma von 
periportalen Hepatozyten enthalten und steigt durch eine Störung der Zellmem-
branpermeabilität im Blut an (Renz-Polster und Krautzig, 2008). In klinischen Studien 
wurde nachgewiesen, dass ein AST/ALT Ratio > 1 positiv mit dem Fibrosegrad der 
Leber korreliert (Park et al., 2000; Parise et al., 2006). Ein weiterer leberspezifischer 
Serumparameter ist das Ektoenzym Alkalische Phosphatase (= ALP). Die ALP wird 
in Leberzellen und Gallengangsepithelien gebildet und über die Gallensäuren aus-
geschieden. Eine Erhöhung der ALP ist u.a. auf einen Gallensäurestau zurückzu-
führen, der besonders in Rahmen einer cholestatischen Erkrankung entsteht (Renz-
Polster und Krautzig, 2008). Bei einer schweren und chronischen Erkrankung der 
Leber kommt es zu deutlichen Einschränkungen der Synthese- und Stoffwechsel-










• Kollagen Typ IV 
• Hyaluronsäure 
• TGFß 
 Kombinierte Serumfibrosemarker:  
• Pohl-Score 
AST/ALT und Anzahl der Thrombozyten 
Beurteilung: 
Fortgeschrittene Fibrose (F3/F4 nach Metavir): 
AST/ALT > 1 und Thrombozyten < 150000/µl, 
Ausschluss einer fortgeschrittenen Fibrose (F3/F4): 
AST/ALT < 1 und Thrombozyten > 150000/µl 
• APRI-Index 
Verhältnis von gemessener GOT [U/L] zu Referenzwert [U/L] 
geteilt durch Thrombozyten [109/L] x 100 
Beurteilung: 
Fortgeschrittene Fibrose: Score > 1,5 
Ausschluss einer fortgeschrittenen Fibrose: Score < 0,5 
 
• Fibrotest 
F = 4,467 x log [α2 Makroglobulin (g/dl)] -1,375 x log 
[Haptoglobulin (g/dl)] + 1,017 x log [γ-GT (U/L)] + 0,281 x 
[Alter (Jahre)] + 1,737 x log [Bilirubin (µM)] – 1,184 
[Apolipoprotein A1 (g/L)] + 0,301 x Geschlecht (0 für weibl., 1 
für männl.) – 5,540 
Beurteilung: 
Fortgeschrittene Fibrose (F2,F3,F4 nach Metavir):  
Score 0,60 bis 1,00 









Da jedoch die Messungen einzelner Laborparameter nur einen ungenügenden Auf-
schluss über die Progression der Leberschädigung liefern, wurde in den letzten 
Jahren vermehrt an der Entwicklung von nicht-invasiven Fibrosescores gearbeitet 
(Abb. 2). Diese Scores „basieren auf einer Kombination von Routinelaborpara-
metern, die verschiedene Aspekte der Leberfunktion reflektieren (...)“ (Stauber, 2009) 
und eine bessere Einschätzung des Fibrosestadiums ermöglichen sollen. Verschie-
dene Patientenangaben und Laborparameter werden hierfür in einen mathematisch-
en Bezug zueinander gesetzt (Loaeza-del-Castillo et al., 2008). Eine positive Korrela-
tion zwischen den anhand des APRI-Scores (= AST to Platelet Ratio Index) berech-
neten Schwellenwerten für Fibrose (> 1,5)/Zirrhose (> 2,0) und dem histologischen 
Fibrosegrad konnte in mehreren Validierungsstudien bestätigt werden (Castéra et al., 
2005; Yilmaz et al., 2011). Mittels der Durchführung einer Sonographie, einer Com-
puter- oder Magnetresonanztomographie des Abdomens besteht die zusätzliche 
Möglichkeit eines nicht-invasiven, bildgebenden Verfahrens anhand dessen eine 
Leberfibrose/-zirrhose, sowie deren möglichen Komplikationen, identifiziert werden 
können. Durch die Einführung eines neueren Verfahrens, der transienten Elastogra-
phie, kann die Festigkeit des Lebergewebes bestimmt werden (Lörke et al., 2007), 
Abb. 2: Repräsentative Darstellung der nicht-invasiven Diagnostikscores  
[modifiziert nach Lörke et al., 2007]  
 
ALT= Alanin-Aminotransferase; AST= Aspartat-Aminotransferase; GOT= AST; log= Logharithmus; TGFß= transforming growth 
factor beta; γ-GT= Gamma-Glutamyltransferase 
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die wiederum mit dem jeweiligen Leberfibrosestadium korreliert (de Lédinghen et al., 
2010; Robic et al., 2011; Al-Dahshan, 2012).  
 
1.2.4. Derzeitige klinische Therapie der Leberfibrose  
 
Die derzeitigen Möglichkeiten einer direkten antifibrotischen Therapie für die Erkran-
kung Leberfibrose sind eher gering (Schuppan und Pinzani, 2012). Viel mehr werden 
die Symptome und die jeweiligen Begleiterscheinungen dieser Erkrankung behandelt 
(Ginès et al., 2012). 
Zu den allgemeinen Therapien zählen die Substitution von Vitaminen und Gerin-
nungsfaktoren, sowie die ausreichende Kalorien- und Eiweißzufuhr. Alkohol und 
lebertoxische Medikamente, wie z.B. Paracetamol in höheren Dosierungen, sind für 
Leberfibrosepatienten kontraindiziert. Ebenfalls wird eine Behandlung der Ursache 
für die Entstehung der Erkrankung eingeleitet. Als Beispiel ist eine Entzugstherapie 
des Patienten bei einer alkoholinduzierten Leberfibrose zu nennen. Die Entstehung 
der PTH ist eine der schwersten Komplikationen dieser Erkrankung. Ihre Patho-
genese hat in der Regel weitere Symptome, wie eine Aszitesbildung, Ösophagus- 
und Fundusvarizenblutungen, sowie das hepatorenale und das hepatopulmonale 
Syndrom zur Folge (Abschnitt 1.2.2.). Die PTH und die durch sie induzierten Folge-
erscheinungen sind die Hauptursache an denen Leberfibrosepatienten versterben 
(de Geode et al., 2012). Daher konzentriert sich die derzeitige Therapie in erster 
Linie auf die Senkung des Portalvenendruckes (= PVD) und die Behandlung von 
abdominalen Varizenblutungen. Hierfür stehen folgende Möglichkeiten zur Ver-
fügung (Sass und Chopra, 2009; Herold, 2011; Ginès et al., 2012): 
 
1. Behandlung und Prophylaxe der Varizenblutungen: 
 akute Blutstillung der Varizen: a) medikamentös durch Somatostatin oder 
Analoga und b) endoskopisch durch Setzen einer Ligatur, einer Ballon-
tamponade, Metallstents oder TIPS(S) (= transjugulärer intrahepatischer 
portosystemischer (Stent-) Shunt), 
 nach akuten, massiven Blutungen: Kreislaufstabilisierung durch Volumen-
substitution und Verabreichung von Gerinnungsfaktoren, 
 nach einem hohen Blutverlust: Beginn einer Prophylaxe gegen ein mög-
liches Leberkoma (z.B. Laktoseverabreichung, Absaugen des Blutes aus 
dem Magen etc.), 
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 Beginn einer Infektionsprophylaxe durch Verabreichung eines Antibioti-
kums (z.B. Ciprofloxacin), da ein erhöhtes Risiko für eine bakterielle Ent-
zündung nach intraabdominelle Blutungen besteht, 
 gleichzeitige Einleitung der Prophylaxe gegen eine Rezidivblutung durch 
Verabreichen von nicht-selektiven β-Blockern (z.B. Propanolol). 
 
2. Behandlung einer Aszites:  
durch Schleifendiuretika (z.B. Furosemid), Aldosteronantagonisten (z.B. 
Spironolacton), Natriumrestriktion und durch Zufuhr einer ausreichenden 
Menge an Elektrolyten. 
 
Trotz dieser vorhandenen Therapiemöglichkeiten liegt die Sterberate leberfibro-
tischer Patienten aufgrund von Varizenblutungen heutzutage immer noch bei über 
45 % (de Goede et al., 2012). Das Risiko, nach Überleben der Erstblutung eine 
Rezidivblutung in den folgenden zwei Jahren zu erleiden, beträgt 70 % (Dagher 
et al., 2000). Langzeittherapien mit nicht-selektiven β-Blockern in Kombination mit 
hepatischen Ligaturen (Garcίa-Pagán et al., 2008) zeigen derzeitig noch keinen aus-
reichenden Erfolg zur Senkung der Mortalität von Leberfibrosepatienten. Gleiches gilt 
auch für weitere klinische Studien mit anderen therapeutischen Ansatzpunkten 
(Dagher et al., 2000; Laleman und Nevens, 2006). Letztendlich ist die beste Therapie 
eines leberfibrotischen Patienten eine Lebertransplantation (MacQuillan und Neu-
berger, 2003). Aufgrund dieser klinischen Situation ist der Bedarf einer neuen 
effektiven, antifibrotischen Therapie sehr hoch. Um mögliche neue Behandlungs-
strategien entwickeln zu können, muss die Pathophysiologie der Leberfibrose weiter 
untersucht und verstanden werden. Ziel hierbei ist es neue, an der Entstehung der 
Leberfibrose beteiligte, Signaltransduktionswege zu identifizieren und eine pharma-
kologische Modulation dieser als neuen Therapieansatz zu überdenken.  
 
1.2.5. Pathophysiologie der Leberfibrose 
 
Abzugrenzen von der Leberfibrose, bei der die Leberlappenstrukturen weitestgehend 
erhalten bleiben, ist das Endstadium, die so genannte Leberzirrhose. Hierbei findet 
zusätzlich zu der Entstehung von Zellnekrosen eine Zerstörung der regulären Leber-
lappenstruktur statt. Durch jeden chronischen leberschädigenden Einfluss „(...) kann 
ein fibrotischer Umbau der Leber mit einer nachfolgenden Zirrhose entstehen“ (Renz-
Polster und Krautzig, 2008). Obwohl Lebererkrankungen durch verschiedene Ätio-
logien induziert werden können (Abschnitt 1.2.1.), ist der Verlauf der Pathogenese, 
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die Fibrosierung des Gewebes, einheitlich. Zu Beginn der Leberschädigung entsteht 
zunächst als Reaktion ein entzündlicher Prozess, bei dem Zellen des Leberparen-
chyms (z.B. Hepatozyten, Endothel- und Kupfferzellen) durch die Induktion einer 
Zellnekrose oder -apoptose absterben (Guo und Friedman, 2007; Malhi und Gores, 
2008). Dieser Zelltod führt zur Freisetzung von intrazellulären Botenstoffen und Zell-
bestandteilen, die eine Aktivierung mit anschließender Infiltration von Immunzellen in 
das geschädigte Gewebe zur Folge hat (McCrudden und Iredale, 2000; Mormone 
et al., 2011). Zusätzlich zu den Immunzellen werden die leberspezifischen Fibrobla-
sten, die HSCs, durch diese verschiedenen freigesetzten Zytokine, wie z.B. platelet 
derived growth factor (= PDGF), transforming growth factor beta (= TGFß) und epi-
dermal growth factor (= EGF), aktiviert (Friedman, 2008b).  
HSCs zählen zu den nicht-parenchymalen Zellen der Leber und weisen eine charak-
teristische sternförmige Morphologie auf, die durch lange zytoplasmatische Ausläufer 
gekennzeichnet ist (Friedman, 2008a und b). Ihre Lokalisation in der Leber ist ent-
lang eines Lebersinusoids im Disse-Raum mit einem engen Kontakt zu den LSECs 
(Abb. 3; Rockey, 2001). Ein weiteres Merkmal der HSCs sind die zytoplasmatischen 
Lipidtröpfchen, die der lebenswichtigen Speicherung von Vitamin A in der Leber 






Unter pathophysiologischen Bedingungen einer Lebererkrankung vollziehen HSCs 
eine Transdifferenzierung von ruhenden Zellen zu aktivierten Myofibroblasten und 
















Abb. 3: Darstellung der Pathogenese der Leberfibrose  
(a) Anatomie einer gesunden Leber (b) pathologische Veränderung einer fibrotischen Leber 
[modifziert nach Bataller und Brenner, 2005] 
 
ECM= extrazelluläre Matrix; HSC= hepatic stellate cell; LSEC= Sinusoidendothelzelle  
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(= extracellular matrix, ECM) im Rahmen der Gewebefibrosierung von Bedeutung 
(Abb. 3 und 4; Albanis und Friedman, 2001; Malhi und Gores, 2008). 
Der Vorgang der Transdifferenzierung dieser Zellen lässt sich in zwei Phasen unter-
teilen (Li und Friedman, 1999). Die primäre Aktivierungsphase der HSCs durch para-
krine Stimuli wird auch als Initiationsphase bezeichnet (Friedman, 2008a-c). In der 
nachfolgenden „Aufrechterhaltungsphase“ (= perpetuation phase) werden die HSCs 
angeregt, ihren ruhenden Phänotyp morphologisch zu verändern und zu Myofibro-
blasten zu differenzieren (Abb. 4).  
 
 
Abb. 4: Aktivierung von HSCs und der daran beteiligten Zellen und Zytokine 
[modifiziert nach Mormone et al., 2011] 
 
HSC= hepatic stellate cell; MMPs= Matrixmetalloproteinasen; PDGF= platelet derived growth factor; ROS= reaktive Sauerstoff-
spezies; TGFß= transforming growth factor beta; TIMPs= Inhibitoren der MMPs 
 
Diese Transdifferenzierung ist u.a. gekennzeichnet durch eine erhöhte Proliferation 
der Zellen, eine Steigerung der Kontraktilität, den Verlust der Vitamin A speichernden 
Lipidtröpfchen und der Synthese von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen 
und Wachstumsfaktoren (Li und Friedman, 1999). Autokrine und parakrine Signal-
funktionen vermitteln dabei eine Dysregulation im ECM-Aufbau- und -Abbau. Dies 
führt zu einer gesteigerten Akkumulation von fibrillärem Kollagen und von Bindege-
webe im Bereich des Disse-Raumes (Abb. 3; Guo und Friedman, 2007; Mormone 
et al., 2011). Immunologisch lassen sich Myofibroblasten über die gesteigerte Ex-
pression des glattmuskulären alpha-Aktins (= alpha smooth muscle actin; α-SMA) 
nachweisen und von anderen Zellarten spezifisch unterscheiden (Sohara et al., 
2002; Friedman, 2008a und b). Aufgrund der Expression von weiteren Markern der 
glatten Muskulatur, wie z.B. von Vimentin und Desmin (Geerts et al., 2001), werden 
den HSCs perizytenähnliche Aufgaben, d.h. eine funktionelle Rolle bei der Regu-
lation der Gefäßweite, zugeschrieben (Pinzani, 1995). In der Pathogenese der Leber-
fibrose sind u.a. die Kombinationen einer endothelialen Dysfunktion mit einer ge-






















und einer gesteigerten Kontraktilität der HSCs im Rahmen ihrer Aktivierung verant-
wortlich für eine Erhöhung des Gefäßwiderstandes. Dies führt zu der Entstehung der 
PTH (Bosch et al., 1992; Shah, 2001). Die fibrotischen Veränderungen im Leber-
parenchym können somit u.a. auf eine Dysregulation des NO Signalweges zurück-
geführt werden (Abschnitt 1.2.6.). 
 
1.2.6. Beteiligung des NO-cGMP Signalweges in der Erkrankung Leberfibrose 
 
Der NO-cGMP Signalweg ist verantwortlich für verschiedene physiologische Funk-
tionen in nahezu allen Organen. In den letzten Jahrzehnten war dieser Signaltrans-
duktionsweg Ziel intensiver Forschung, vor allem in Hinblick auf Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, die nach wie vor in den westlichen Industrieländern die häufigste 
Todesursache darstellen (Santos et al., 2008).  
 
1.2.6.1. Stickstoffmonoxid und NO-Synthasen 
 
Stickstoffmonoxid (= NO) ist ein wichtiges inter- und intrazelluläres Signalmolekül in 
biologischen Systemen, dessen physiologisches Wirkprinzip erst in den letzten 20 
Jahren entdeckt wurde. Die enzymatische NO-Produktion erfolgt über so genannte 
NO-Synthasen (= NOS). Diese Enzyme katalysieren die Redoxreaktion aus redu-
ziertem NADPH, L-Arginin und molekularen Sauerstoff zu NO und L-Zitrullin (Abb. 5; 
Knowles und Moncada, 1994). In Säugetieren konnten bisher drei verschiedene Iso-
formen der NOS nachgewiesen werden, die sich nicht nur aufgrund ihrer Verteilung 
im Organismus, sondern auch durch ihre unterschiedliche Abhängigkeit von der 
intrazellulären Kalziumkonzentration und in ihrem Expressionsprofil unterscheiden 
(Förstermann et al., 1991). Die NOS werden gegliedert in die neuronale NOS 
(= nNOS), die induzierbare NOS (= iNOS) und die endotheliale NOS (= eNOS). 
Sowohl die nNOS als auch die eNOS werden konstitutiv im Gewebe exprimiert, 
während die iNOS über transkriptionelle Induktion durch Zytokine und bakterielle 
Lipopolysaccharide (= Endotoxine) z.B. im Rahmen einer entzündlichen Reaktion 
induziert wird. Die eNOS ist hauptsächlich in Endothelzellen lokalisiert und wird in 
der Regel durch rezeptorabhängige Agonisten, wie z.B. Bradykinin und Acetylcholin, 
oder durch physikalische Stimulation (z.B. Scherstress), aktiviert. Hauptfunktionen 
der eNOS sind u.a. die lokale Gefäßtonusregulation, die Gewährleistung der aus-
reichenden Organdurchblutung, sowie die Regulation der Endothelpermeabilität 
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(Mungrue et al., 2003; Durán et al., 2010). Neben einer indirekten Wirkung über die 
Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase (= soluble guanylat cyclase, sGC; Arnold 
et al., 1977; Schultz et al., 1977) hat NO auch einen direkten Einfluss auf die Akti-
vität von Enzymen und Transkriptionsfaktoren, die Metallionen beinhalten (Gunther 
















Abb. 5: Schematische Darstellung des intrazellulären NO-cGMP Signalweges 
[modifiziert nach Denninger und Marletta, 1999] 
 
cGMP= zyklisches Guanosinmonophosphat; GTP= Guanosintriphosphat; Mg2+= Magnesium; NADPH= Nicotinamidadenindi-
nukleotidphosphat; NO= Stickstoffmonoxid; NOS= NO-Synthase; O2= Sauerstoff; PDE 5= Phosphodiesterase 5; PPi= Diphos-
phat; sGC= lösliche Guanylatzyklase 
 
1.2.6.2. Guanylatzyklasen  
 
Guanylatzyklasen (= guanylat cyclases, GCs) gehören zusammen mit den Adenylat-
zyklasen zu der Gruppe der Nukleotidzyklasen. Die Aufgabe der GC stellt die che-
mische Umwandlung von Guanosintriphosphat (= GTP) zu zyklischem 3‘,5‘-Guano-
sinmonophosphat (= cyclic guanosine monophosphate, cGMP) dar (Abb. 5). Ashman 
et al. entdeckte 1963 cGMP als Botenmolekül bei der Regulation vieler Zellfunk-
tionen und in Folge wurde die GC Aktivität in verschiedenen Zellextrakten aufgezeigt 
(Goldberg et al., 1969). Der Nachweis der unterschiedlichen intrazellulären GC-
Lokalisationen führte zu der Einteilung der Guanylatzyklasen in die membrangebun-
dene oder partikuläre GC (= pGC) und in die sGC. 
• Proteinkinasen 
• Phosphodiesterasen (bes. PDE 5) 
• cGMP-gesteuerte Ionenkanäle 
L-Arginin L-Zitrullin + NO 
GTP 








Die pGC ist ein membranständiges Enzym und besteht aus einer peptidbindenden 
extrazellulären Domäne am N-Terminus, einer transmembranären Domäne und einer 
intrazellulären katalytischen Domäne. Bisher wurden sieben verschiedene Subtypen 
der pGC (GC-A bis GC-G) identifiziert. Bisweilen gut charakterisiert sind die GC-A 
und GC-B, da diese natriuretische Peptide, das so genannte ANP (= atriales natriure-
tisches Peptid), das BNP (= B-Typ natriuretisches Peptid) und das CNP (= C-Typ na-
triuretisches Peptid) binden und somit eine zentrale Funktion in der Regulation des 
arteriellen Blutdruckes, der Volumenhomöostase und in lokalen antihypertrophen und 
antifibrotischen Prozessen im kardiovaskulären System haben (Kuhn, 2009).  
 
Die sGC ist im Zytoplasma fast aller Säugetierzellen lokalisiert und reguliert wichtige 
physiologische Prozesse, wie z.B. die Inhibition der Plättchenaggregation (Buechler 
et al., 1994), die Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur (Waldman und Murad, 
1988), die neuronale Signaltransduktion und die Immunmodulation (Jaffrey und 
Snyder, 1995; Grochot-Przeczek et al., 2012). sGCs sind Heterodimere aus einer α- 
und β-Untereinheit mit vier bekannten Isoformen α1, α2, β1 und β2 (Nakane et al., 
1990; Lucas et al., 2000). Die physiologisch relevanteste sGC ist die α1/β1-sGC, da 
sie im menschlichen Organismus das am häufigsten gebildete Heterodimer ist 
(Budworth et al., 1999). Jede Untereinheit der sGC kann in drei funktionelle Bereiche 
aufgeteilt werden: in eine N-terminale Hämbindungsdomäne und in eine Dimerisie-
rungsdomäne, sowie in einen C-terminalen katalytischen Bereich (Abb. 6; Lucas 
et al., 2006). Obwohl beide Untereinheiten der sGC eine katalytische Domäne be-
sitzen, ist die Bildung eines Heterodimers in Kombination mit der Koordination der 
Hämgruppe für eine Aktivierung notwendig (Ma et al., 2007; Rothkegel et al., 2007). 
Bindet NO an das zentrale Eisenatom der prosthetischen Hämgruppe, wird die Bin-
dung der Hämgruppe an das Histidin 105 der β1-Untereinheit gelöst. Es bildet sich 
ein Nitrosyl-Eisen-Übergangskomplex mit einer Konformationsänderung des Enzyms 
und einer 100- bis 400-fachen beschleunigten Umsetzung von GTP zu cGMP (Stone 
und Marletta, 1994; Koesling und Friebe, 1999). Die Hämgruppe spielt nicht nur eine 
entscheidende Rolle in der Aktivierung der sGC, sondern unterliegt auch einer 
Redoxregulation. Dadurch kann die sGC zum einen in der nativen reduzierten NO-
aktivierbaren Fe2+-Form und zum anderen in der NO-insensitiven oxidierten Fe3+-
Form vorliegen (s.a. Abb. 7; S. 17). Unter physiologischen Bedingungen besteht ein 
Gleichgewicht zwischen reduzierter und oxidierter sGC-Form (Stasch et al., 2006). 
Jedoch kann u.a. oxidativer Stress zu einer Oxidation der Hämgruppe führen und 



















Eine weitere notwendige Voraussetzung für eine funktionelle sGC Aktivität ist, wie 
bei allen Nukleotidzyklasen, die Komplexierung der Nukleotidtriphosphate mit zwei-
wertigen Ionen. Diese ist notwendig für die Bindung der Substrate an die katalytische 
Region der Zyklasen (Waldman und Murad, 1988). Die basale Aktivität der sGC wird 
in der Regel durch die Anwesenheit des zweiwertigen Ions Magnesium (= Mg2+) 
moduliert (Abb. 5 und 6; Lucas et al., 2000). Ein weiterer Regulationsmechanismus 
der sGC durch zweiwertige Ionen wurden bei Kalzium (= Ca2+) beobachtet. Hier be-
wirkt Ca2+ eine direkte allosterische Hemmung der NO stimulierten sGC (Parkinson 
et al., 1999; Kazerounian et al., 2002). Eine Aktivierung der sGC führt zu einem An-
stieg der intrazellulären cGMP-Konzentration, welche die Aktivierung weiterer Signal-
kaskaden zur Folge hat (Lucas et al., 2000).  
 
1.2.6.3. Intrazelluläre cGMP-Effektorsysteme 
 
cGMP ist als ein so genannter „second messenger" an physiologischen Prozessen 
im gesamten Organismus beteiligt. Zu den Zielproteintypen von cGMP zählen die 
cGMP- und cAMP-abhängigen Proteinkinasen, Phosphodiesterasen (= phosphodi-
esterases; PDE) (Francis et al., 2010) und zyklische Nukleotid-regulierte Ionenkanäle 
(Lucas et al., 2000). Durch diese Interaktionen reguliert cGMP neben der Relaxation 
und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen auch Entzündungsprozesse, die Throm-
 
Carboxyterminales Ende 
Abb. 6: Schematischer Aufbau des α1/β1-sGC Heterodimers [modifiziert nach Lucas et al., 2000] 
 








bozytenadhäsion und -aggregation, die neuronale Signaltransduktion und Neuro-
transmission, sowie Teile des Sehprozesses. 
 
cGMP-abhängige Proteinkinasen (= cGMP-dependent protein kinase(s); cGK) 
werden in die cGKI und cGKII eingeteilt. Die Expressionen der Isoformen cGKIα und 
cGKIβ erfolgen vor allem in glatten Gefäßmuskelzellen, Thrombozyten und verschie-
denen neuronalen Bereichen des Kleinhirns. Zu ihren Funktionen zählen die Rela-
xation der Gefäße und die Inhibierung der Thrombozytenaggregation. Die cGKII wird 
hingegen in sekretorischen Epithelien der Niere (= juxtaglomeruläre Zellen) expri-
miert und inhibiert die Reninsekretion (Hofmann et al., 2009). 
 
Obwohl die cAMP-abhängige Proteinkinasen (= cAMP-dependent proteinkinase(s); 
PKA) nicht ein klassisches Ziel des cGMPs sind, kann dieses in besonders hohen 
Konzentrationen dennoch die PKA aktivieren (Lucas et al., 2000; Pilz und Casteel, 
2003). Diese cGMP-vermittelte Aktivierung der PKA ist in ihrer Selektivität aber um 
den Faktor 50 niedriger als durch cAMP (Pfeifer et al., 1999).  
 
Die cGMP-gesteuerten Ionenkanäle stellen spannungsregulierte Kationenkänale dar. 
Durch die Bindung von cGMP oder cAMP werden diese geöffnet und bewirken durch 
den Einstrom von Natrium- und Ca2+-Ionen Änderungen des Membranpotentials 
(Frings, 1997). Aufgrund ihres Aktvierungsmechanismus werden sie gegliedert in 
cyclic nucleotide-gated (= CNG) und hyperpolarization activated cyclic nucleotide-
gated (= HCN) Ionenkanäle. CNG sind an der Signalübertragung im sensorischem 
System beteiligt, während HCN die Schrittmacherzellen im Herzen beeinflussen (Biel 
und Michalakis, 2009). 
 
Die cGMP-regulierten PDEs katalysieren spezifisch die Hydrolyse der Phosphodi-
esterbindung von cAMP bzw. cGMP und stellen somit den natürlichen Gegenspieler 
der Nukleotidzyklasen dar (Lugnier, 2006; Francis et al., 2010). In den letzten Jahren 
waren die PDEs Gegenstand intensiver Forschungen besonders die cGMP-spezi-
fisch abbauende PDE 5 im Bereich der erektilen Dysfunktion (Albersen et al., 2010) 




1.2.6.4. Pharmakologische Aktivierung des NO-cGMP Signalweges 
 
Derzeitig stehen verschiedene Substanzen für eine pharmakologische Modulation 
des NO-cGMP Signalweges zur Verfügung. Eine der schon seit längerem in vielen 





NO-Donoren sind Substanzen, die spontan oder infolge biochemischer Prozesse NO 
freisetzen. Glyzeroltrinitrat ist das älteste NO-freisetzende Pharmakon und wurde 
erstmals 1847 von Sobrero synthetisiert (Marsh und Marsh, 2000). NO-Donoren 
werden seit Jahren bei der Behandlung von Angina pectoris eingesetzt mit der Wir-
kung einer schnellen Dilatation der großen venösen Kapazitätsgefäße und einer 
damit verbundenen Senkung der kardialen Vorlast des Herzens (Al-Sa'doni und 
Ferro, 2000; Boden et al., 2012). Das Phänomen der Entwicklung der Nitrattoleranz 
bei einer Therapie mit organischen Nitraten (Chirkov und Horowitz, 2007; Mayer und 
Beretta, 2008) limitiert jedoch den pharmakologischen Einsatz von NO-Donoren in 
chronischen Erkrankungen.  
 
 sGC Stimulatoren und Aktivatoren  
 
Nicht nur durch eine pharmakologisch induzierte Erhöhung der NO-Konzentration 
kann der NO-cGMP Signaltransduktionsweg beeinflusst werden, sondern auch durch 
die Verwendung von spezifischen Stimulatoren und Aktivatoren der sGC (Abb. 7). 
sGC Stimulatoren und Aktivatoren sind zwei neuartige Medikamentengruppen, die 
eine NO-unabhängige Aktivierung der sGC bewirken. Diese Substanzen stimulieren 
das Enzym auf direktem Wege und erhöhen zudem die Sensitivität für bereits 
geringe Konzentrationen des natürlichen Stimulus NO (Schmidt et al., 2009; Stasch 
und Hobbs, 2009). Neben der klinischen Bedeutung bei der Behandlung verschie-
denster Erkrankungen haben sich sowohl die sGC Stimulatoren als auch die sGC 
Aktivatoren als wertvolle pharmakologische Substanzen bei der Erforschung der 
Physiologie und Pathophysiologie des NO-cGMP Signalweges herauskristallisiert 
(Evgenov et al., 2006).  
Im Jahre 1994 wurde erstmalig ein Derivat des 5-substituierten-2-Furaldehyd-
Hydrazon als direkter NO-unabhängiger Stimulatoren der sGC entdeckt. Ko et al. 
(1994) beschrieb eine durch das Indazolderivat YC-1 hervorgerufene cGMP-ver-
mittelte Hemmung der Thrombozytenaggregation. Später konnte gezeigt werden, 
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dass diese antiaggregatorische Wirkung auf einer direkten und NO-unabhängigen 
Aktivierung der sGC beruht (Friebe et al., 1996; Hoenicka et al., 1999). Ebenfalls 
zeigte der sGC Stimulator mit NO einen stark synergistischen Effekt hinsichtlich der 
Enzymaktivierung, so dass auch geringe NO-Konzentrationen in ihrer Wirkung po-
tenziert wurden (Friebe et al., 1998; Hoenicka et al., 1999). Sowohl NO als auch  
YC-1 benötigen für ihre enzymaktivierende Wirkung eine reduzierte Hämgruppe in 
der Bindungsdomäne der sGC (Friebe und Koesling, 1998; Friebe et al., 1999). In 
den folgenden Jahren wurden weitere Derivate synthetisiert, die die gleichen Charak-
teristika wie YC-1 aufweisen, aber z.T. um den Faktor 1000 wirkstärker sind (Straub 
et al., 2001 und 2002). Einer dieser potenteren Derivate ist der sGC Stimulator 
BAY 41-2272 (Stasch et al., 2001). Auch dieser Substanz werden die Eigenschaften 
der cGMP-vermittelten Gefäßrelaxation, der Inhibition der Thrombozytenaggregation 
und eine antiproliferative Wirkung zugeschrieben (Evgenov et al., 2006; Stasch und 
Hobbs, 2009; Roger et al., 2010). 
 
Im Gegensatz zu den sGC Stimulatoren weisen sGC Aktivatoren andere wirkungs-
bezogene Eigenschaften auf (Abb. 7). sGC Aktivatoren, wie z.B. BAY 60-2770, zeig-
ten an der nativen sGC zunächst eine geringere Enzymaktivierung, die durch die Zu-
 
Abb. 7: Pharmakologische Wirkung der sGC Stimulatoren und sGC Aktivatoren in der Übersicht 
[modifiziert nach Evgenov et al., 2006] 
 
cGMP= zyklisches Guanosinmonophosphat; GMP= Guanosinmonophosphat; GTP= Guanosintriphosphat; 
NO= Stickstoffmonoxid; ODQ= sGC Inhibitor; PDE 5= Phosphodiesterase 5; sGC= lösliche Guanylatzyklase 
sGC Aktivator sGC Stimulator 


















 synergistischer Effekt mit NO 
 ODQ inhibiert den Effekt der sGC 
 reduzierte Hämgruppe notwendig 
für eine Wirkung! 
 additiver Effekt mit NO 
 ODQ potenziert den Effekt der sGC 




gabe des sGC Inhibitors ODQ jedoch zu einer starken Potenzierung der Aktivator-
vermittelten sGC Aktivierung führte (Stasch et al., 2002c). Demnach potenziert die 
Oxidation der Hämgruppe den Effekt des sGC Aktivators auf die Enzymaktivität. Die 
Aktivierung der sGC durch diese Substanzklasse erfolgt somit nicht nur NO-unab-
hängig, sondern gleichzeitig auch Häm-unabhängig (Stasch et al., 2002c; Schmidt 
et al., 2009). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass sGC Aktivatoren in 
Kombination mit NO einen additiven, keinen synergistischen Effekt aufweisen 
(Schmidt et al., 2003; Schmidt et al., 2009). Eine Anwendung von sGC Aktivatoren 
zur Behandlung von verschiedenen Erkrankungen konnten bereits für Atherosklerose 
(Stasch et al., 2006), der pulmonalen Hypertension (Dumitrascu et al., 2006; Dun-
kern et al., 2007), sowie für die Herzinsuffizienz (Boerrigter und Burnett, 2007) dar-
gestellt werden.  
 
1.2.6.5. NO und cGMP in der Pathogenese der Leberfibrose  
 
Die Rolle des NO-cGMP Signaltransduktionsweges in der Leberfibrose ist schon seit 
langem Ziel intensiver Forschungen (Wiest und Groszmann, 2002). Rockey und 
Chung wiesen 1998 erstmalig eine endotheliale Dysfunktion in zirrhotischen Ratten-
lebern nach, die zu einer reduzierten Aktivität der eNOS mit einer verminderten NO-
Synthese führt. Diese Befunde wurden von Gupta et al. (1998) bestätigt. Im folgen-
den Jahr konnte Shah et al. eine erhöhte Bindung von Calveolin-1, einem Hüllprotein 
von intrazellulären Transportvesikeln, an die eNOS nachweisen, die für die redu-
zierte Enzymaktivität in fibrotischen Rattenlebern verantwortlich sein könnte. Andere 
Forschungsgruppen hingegen führten die herabgesenkte eNOS Aktivität auf eine 
gesteigerte Aktivierung der Rho-Kinase zurück, die durch eine Interaktion mit Akt die 
Bindung zwischen Akt und der eNOS inhibiert und somit die Aktivität der eNOS 
negativ reguliert (Anegawa et al., 2008; Uehara et al., 2012). Die in der Pathogenese 
der Leberfibrose verminderte NO-Konzentration führt zu einer Erhöhung des hepa-
tischen Gefäßwiderstandes, die durch die Transdifferenzierung der HSCs zu kontrak-
tilen Myofibroblasten (Friedmann, 2008b) und durch die gesteigerte Ausschüttung 
von vasokonstriktiven Substanzen, wie z.B. von Endothelin-1 begünstigt wird 
(Housset et al., 1995; Rockey, 1997; Uehara et al., 2012). Des Weiteren wies Perri 
et al. (2006) in aktivierten, aus fibrotischen Rattenlebern isolierten HSCs nach, dass 
nicht nur eine verminderte Sensitivität gegenüber vasodilatativen Substanzen in der 
Leberfibrose entsteht, sondern auch ein Defekt im cGMP-Proteinkinase G (= PKG) 
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Signaltransduktionsweg vorliegt, der in eine cGMP-Mangelsituation resultiert. 
Loureiro-Silva et al. (2006) konnte diese Befunde bestätigen und ergänzend auf-
zeigen, dass fibrotisches Rattenlebergewebe eine erhöhte PDE 5 Aktivität und somit 
einen gesteigerten Abbau von cGMP aufweist. In der fibrotischen Leber führen also 
sowohl die verringerte cGMP-Synthese als auch der verstärkte -Abbau zu einem 
herabgesenkten, endogenen cGMP-Spiegel. Diese Forschungsergebnisse über die 
Pathomechanismen der Leberfibrose dienten als Grundlage für weitere präklinische 
und klinische Untersuchungen, die den NO-cGMP Signaltransduktionsweg und 
dessen Dysregulation in den Vordergrund einer Behandlung der Leberfibrose gestellt 
haben. Der Ausgleich des NO-Mangelzustandes durch die pharmakologische Gabe 
von Nitratverbindungen zeigte zunächst sowohl in Tierversuchen (Stefano et al., 
2011) als auch in klinischen Studien erste Erfolge (Bellis et al., 2003; Garcίa-Pagán 
et al., 2003). Stefano et al. (2011) zeigte z.B., dass durch die Zugabe des NO-
Donors S-Nitroso-N-acetyl-cysteine (= SNAC) die Transdifferenzierung der HSCs zu 
kontraktilen Myofibroblasten inhibiert werden konnte. In leberfibrotischen Patienten 
konnte durch die Behandlung mit dem NO-Donor Isosorbid-5-Mononitrat eine Ab-
milderung der Leberfibrogenese mit einer Senkung des PVDs aufgezeigt werden 
(Bellis et al., 2003). Jedoch waren sowohl die systemischen, vasodilatativen Eigen-
schaften der NO-Donoren (Al-Sa'doni und Ferro, 2000; Boden et al., 2012) als auch 
die Entwicklung einer Nitrattoleranz (Chirkov und Horowitz, 2007; Mayer und Beretta, 
2008) für eine langfristige und effektive Behandlung der Leberfibrose limitierend. 
Auch der Versuch, die NO-Freisetzung lokal auf das Lebergewebe durch eine che-
mische Kopplung von Gallensäuren an die Nitratverbindungen zu begrenzen, brachte 
trotz positiver Befunde aus in vivo Behandlungsstudien (Fiorucci et al., 2003; Moal 
et al., 2006; Edwards et al., 2008) nicht die gewünschten therapeutischen Erfolge in 
der Klinik (Berzigotti et al., 2010). Ein weiterer klinischer Ansatzpunkt für die Behand-
lung der Leberfibrose, war die Hemmung der PDE 5. Durch eine pharmakologische 
Inhibition der gesteigerten PDE 5 Aktivität konnte in verschiedenen Rattenleber-
fibrosemodellen gezeigt werden, dass der endogene cGMP-Spiegel erhöht wird. Dies 
führt zu einer cGMP-vermittelten Gefäßvasorelaxation, die eine Senkung des PVDs 
zur Folge hat (Choi et al., 2009; Lee et al., 2010). Ähnliche Ergebnisse erzielten auch 
klinische Studien mit den spezifischen PDE 5 Inhibitoren Sildenafil und Vardenafil 
(Deibert et al., 2006; Lee et al., 2008), die jedoch aufgrund der nicht ausreichenden 
PVD-senkenden Wirkung und der systemischen, vasodilatativen Eigenschaften 
kontrovers für eine Behandlung der Leberfibrose diskutiert wurden (Clemmesen 
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et al., 2008; Tandon et al., 2010). Folglich zeigten beide Substanzklassen, die phar-
makologisch der Dysregulation des NO-cGMP Signalweges in der Leberfibrose ent-
gegenwirken, keinen ausreichenden und langfristigen Erfolg in der klinischen Anwen-
dung, so dass dringend neue antifibrotische Therapien entwickelt werden müssen. 
Erste deskriptive in vivo Befunde für einen weiteren, den NO-cGMP Signalweg 
modulierenden, therapeutischen Ansatz zur Behandlung der Leberfibrose konnte 
Knorr et al. (2008) aufzeigen. Eine spezifische Stimulation der sGC durch den sGC 
Aktivator BAY 60-2770 konnte die Leberfibrose in zwei verschiedenen Ratten-
modellen abmildern. Neueste Untersuchungen von Xie et al. (2012) bestätigen die 
antifibrotische Wirkung von BAY 60-2770 in einem weiteren Tiermodell der Leber-
fibrose und bringen diesen Effekt in Zusammenhang mit der Wirkung von cGMP auf 
den Differenzierungsgrad der LSECs. Insgesamt liefern diese Literaturbefunde erste 
Anhaltspunkte für eine neue antifibrotische Therapie der Leberfibrose durch eine 
pharmakologische Modulation der Aktivität der sGC.  
 
1.3. Zielsetzung der Dissertationsarbeit 
 
Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es das antifibrotische Potential einer 
pharmakologischen Stimulation des NO-cGMP Signaltransduktionsweges bei fibro-
tischen Erkrankungen der Leber präklinisch zu untersuchen. Für die Aufklärung einer 
Beteiligung von NO bzw. cGMP in der Leberfibrose sollten verschiedene, den NO-
cGMP Signalweg pharmakologisch modulierende Substanzen in vitro verwendet 
werden. Darüberhinaus sollte sowohl in vitro als auch in vivo die Wirkung des 
spezifischen sGC Stimulators BAY 41-2272 auf die Leberfibrose untersucht werden. 
Aus der Literatur war bereits bekannt, dass in der Pathogenese der Leberfibrose eine 
Dysregulation des NO-cGMP Signalweges entsteht, die zu einer NO- und cGMP-
Mangelsituation führt (Wiest und Groszmann, 2002; Perri et al., 2006). Zur pharma-
kologischen Korrektur der pathologischen cGMP-Mangelsituation kommen daher 
sGC Stimulatoren und sGC Aktivatoren in Frage, da sie bei der spezifischen Bindung 
an die sGC die zelluläre cGMP-Produktion steigern (Evgenov et al., 2006; Stasch 
und Hobbs, 2009). Für den sGC Aktivator BAY 60-2770 wurden bereits erste in vitro 
und in vivo Ergebnisse einer antifibrotischen Wirkung in der Leberfibrose publiziert 
(Knorr et al., 2008; Xie et al., 2012). Da im Gegensatz zu den sGC Aktivatoren die 
sGC Stimulatoren andere pharmakologische Charakteristika aufweisen, wie z.B. die 
Wirkungspotenzierung geringer NO-Konzentrationen (Friebe und Koesling, 1998; 
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Stasch et al., 2001), stand erstmalig die Untersuchung der Wirkung des sGC Stimu-
lators BAY 41-2272 als effiziente, antifibrotische Therapie im zentralen Fokus dieser 
Dissertation.  
Es sollten anhand von Genexpressionsprofilen relevanter Fibrosemarker sowohl in 
vitro in leberspezifischen Fibroblasten (= HSCs) als auch in vivo in zwei verschie-
denen Tiermodellen die Wirkung der pharmakologische Stimulation der sGC durch 
BAY 41-2272 aufgezeigt und die Beteiligung des NO-cGMP Signalweges an der 
Pathogenese der Leberfibrose untersucht werden. Um mögliche Speziesunter-
schiede zu erfassen und die Relevanz des Signalweges in menschlichen Zellen zu 
validieren, sollten in den in vitro Versuchen parallel zu Rattenzellen auch Zellen 
humanen Ursprungs verwendet werden. Die Evaluierung der in vivo Wirkung der 
pharmakologischen Stimulation der sGC sollte in zwei verschiedenen Tiermodellen 
der Leberfibrose durchgeführt werden, um mögliche Effekte ausschließen zu können, 
die mit der modellspezifischen Noxe zusammenhängen. Durch die Verwendung von 
biochemischen Verfahren, wie z.B. Western Blot und ELISA, sollte die Wirkung von 
BAY 41-2272 auf zellulärer Ebene aufgezeigt werden. Des Weiteren umfasste die 
Aufgabe den Einfluss des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf die Transdifferen-
zierung der HSCs zu Myofibroblasten sowohl in vitro als auch in vivo zu evaluieren. 
Im Fokus der in vivo Untersuchungen standen biochemische Kollagenmessungen, 
die die Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf die Fibroseentstehung dar-
stellen sollten. Dabei sollte die klassische biochemische Kollagenbestimmung durch 
eine quantitative histologische Auswertung ergänzt werden. Darüber hinaus war es 
ebenso die Aufgabe zu untersuchen, ob sich der Portalvenendruckanstieg auch in 
dem jeweiligen Tiermodell darstellen lässt und wie die Behandlung mit BAY 41-2272 
diesen klinisch entscheidenden Parameter im Verhältnis zur systemischen Kreislauf-
situation beeinflusst.  
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2.1.1. Geräte, Operationsbesteck, Software 
 
Gerät Bezeichnung, Kat.-Nr. Hersteller 
abgerundete Schere TK 8523-12 Tekno, Tuttlingen 
Analysenwaage Modell AT261 Mettler Toledo, Albstadt 
anatomisch gebogene 
Pinzette 
BD312R, stainless Aesculap, Tuttlingen 
anatomische Pinzette BD311R, stainless Aesculap, Tuttlingen 
Augenschere TK 9282-08S, stainless Tekno, Tuttlingen 
Brutschrank BBD 6220 Heraeus, Düsseldorf 
Digitalkamera Nikon CF-DC1 ARP DATAcon GmbH, 
Dietzenbach 





Einbettautomat  Sakura Finetek Inc., 
Torrance (USA) 
Fasspinzette HSC 701-96, stainless Hammacher Instrumente, 
Solingen 
FastPrep®-Anlage FP120 Savant BI0/101  Thermo Scientific, Carlsbad 
(USA) 
Feuchte Kammer Polysterene Dish  
Kat.-Nr. 43110 
Fisher Scientific, Schwerte 
Fotofilmentwickler AGFA Curix 60TM AGFA, Köln 
Gelelektrophorese-
kammer 
XCellTM Sure Lock Invitrogen, Karlsruhe 
Glastrichter Kat.-Nr. 9251003 Fisher Scientific, Schwerte 
Hämodynamikmess- 
einrichtung 
Power Lab System ADInstruments GmbH, 
Spechbach 
Heizplatte eigene Herstellung Bayer Pharma AG,  
Wuppertal 
Hydroxyprolinapparatur DigiPREP MS  SCP Science, Courtaboeuf 
(Frankreich) 
iBlot® Gerät iBlot® Gel Transfer 
Device 
Invitrogen, Karlsruhe 
Isoflurananlage Modell VET-MED. Vapor Drägerwerk AG, Lübeck 




Utah Medical Products Inc., 
(USA) 
Knüpfpinzette FD218R, stainless Aesculap, Tuttlingen 
Küvetten Einmalküvetten  
Kat.-Nr. P948.1 
Roth, Karlsruhe 
Mikroskop Axiovert Zeiss, Oberkochen 
Millar Tip-Katheter Mikro-Tip®Catheter 
Transducers Size 2F  
Millar Instruments Inc., 
Texas (USA) 
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Miniaturstaubsauger Wet & Dry Severin Elektro GmbH, 
Sundern 
Nadelhalter Mathieu BM360R Aesculap, Tuttlingen 
Narkosekasten eigene Herstellung Bayer Pharma AG,  
Wuppertal 
Paraffinausgießstation  Sakura Finetek Inc., 
Torrance (USA) 
PCR Zykler Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg 
Photometer BioPhotometer
®
 Eppendorf, Hamburg 
Tecan Safire R Tecan Group, Crailsheim 
Pipetten verschiedene Modelle Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Multipette Eppendorf, Hamburg 
Präparierschere BD150, stainless Aesculap, Tuttlingen 
Probenkonzentrator Modell 5301 Eppendorf, Hamburg 
Reinraumwerkbank HERAsafe Thermo Scientific, 
Langenselbold 
Rollmischer Modell 10 Greiner Sussex 
Labortechnik, (England) 
Rotationsmikrotom Leica RM 2255 Leica Mikrosysteme Vertrieb 
GmbH, Wetzler 
Schwanenhalslampe KL5125 A.Krüss Optronic GmbH, 
Hamburg 
Software für TaqMan 
Auswertung 
ABI PRISM 7700 
Sequence Detection 
System 
Applied Biosystems, (USA) 
Software für statistische 
Auswertungen  
GraphPad Prism  
Version 5.03 




Cell P  
Version 2007 
Olympus GmbH, Hamburg 
Software zum Primer-
design 
Primer Express  
Version 3.0  







Spektrophotometer NanoDropR ND 100  Thermo Scientific, Carlsbad 
(USA) 
spitze Schere TK8652-09, stainless Tekno, Tuttlingen 
Stromwandler Power PAC 300 BioRad, München 
TaqMan Gerät  ABI Prism 7900HT Fast 
Real-Time PCR System 
Applied Biosystems, (USA) 
Thermoschüttler Modell 5436 Eppendorf, Hamburg 
Tierwaage Modell PG5001-S Mettler Toledo, Albstadt 
Trockenrasierer Contura Wella Internationals, 
Darmstadt 
Trockenschrank Modell 400 Memmert, (Deutschland) 
VetScan VS2TM 
Analysegerät 
 Scil Vet GmbH, Viernheim 
Wasserbad Julabo 19A  Julabo, Selbach 
Wundspreitzer 17006-05 Blade Retractor  Fine Science, Heidelberg 
Zentrifuge Modell 5810R Eppendorf, Hamburg 
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2.1.2. Verbrauchsmaterialien, Chemikalien 
 
Gerät Bezeichnung, Kat.-Nr. Hersteller 
4-Dimethylaminobenz-
aldehyd 
Kat.-Nr. 15,647-7 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Aqua dest. Kat.-Nr. W3500 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
ß-Merkaptoethanol Kat.-Nr. M3148 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Blauspray Kat.-Nr. 900-3273 Henry Schein Inc., (USA) 
Bromphenolblau Kat.-Nr. 114391 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
BSA  Bovines Serumalbumin 
Kat.-Nr. B-4287 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
cGMP-Detektionskit cGMP Direct Biotrak EIA 
System  
Kat.-Nr.RPN225 
GE Healthcare, Freiburg 
 
Chloramin-T Hydrat Kat.-Nr. 857319  Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Chloroform Kat.-Nr. 1.02445.1000 Merck, Darmstadt 
cOmplete PIC Tabletten Kat.-Nr. 11 836 170 001 Roche Diagnostics, 
Mannheim 
DAB Chromogen 3,3'-Diaminobenzidine 
Tablet Sets  
Kat.-Nr. D4293 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Deckgläser 24 x 50 mm 
Kat.-Nr. 9161050 
Fisher Scientific, Schwerte 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
Kat.-Nr. D 2560 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 








ECL Reagenz ECLTM Western Blotting 
Detection Reagents 
Kat.-Nr. RPN2209 
GE Healthcare, Freiburg 
 
Eindeckmedium Pertex®  
Kat.-Nr. 41-4010-22 
Medite GmbH, Burgdorf 
Eisessig Kat.-Nr. A6283 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Ethanol Kat.-Nr. 1.00983.5000 Merck, Darmstadt 




Fast Green Farbstoff Kat.-Nr. F7252 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Filter Melitta Kaffeefilter 1 x 6 Melitta, Minden 
Filterpapier Faltenfilter D = 12,5 mm Fisher Scientific, Schwerte 
Formaldehyd Kat.-Nr. 104003 Merck, Darmstadt 
Fotofilm BioMAX XAR Kodak 
Kat.-Nr. Z358487-50EA 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Glyzerol Kat.-Nr. G5516 Sigma Aldrich, Deisenhofen 





SCP Science, Courtaboeuf 
(Frankreich) 
Hydroxyprolinstandard Trans-4-Hydroxy-L-
Proline Kat.-Nr. H5,440-9 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Material und Methoden  
25 
iBlot® Gel Transfer 
Stack 
Kat.-Nr. IB3010-01 Invitrogen, Karlsruhe 
ImProm-IITM-Reverse 
Transcription System Kit  
Kat.-Nr. A 3800 Promega, Mannheim 
Injektionskanüle BD Microlance Nr. 20 
27Gx3/4" Kat.-Nr. 302200 
BD Pharmingen, 
(Deutschland) 
Isofluran® Ch.B. 11109A14 CP Pharma, Burgdorf 
Isopropanol Kat.-Nr. 1.09634.1011 Merck, Darmstadt 
Kochsalzlösung physiologisch (= 0,9 %ig) 
Kat.-Nr. WE 3156 
Fresenius Kabi, Bad 
Homburg 
Ligationsfaden Ethibond Excel  
Kat.-Nr. EH6371H 




Li-Hep 7,5 ml  
Kat.-Nr. 01.1634 
Sarstedt, Nümbrecht 
Mayer's Hämalaun Kat.-Nr. 1.09249.1000 Merck, Darmstadt 
Methanol Kat.-Nr. 1.06009.2511 Merck, Darmstadt 
Mikrotiterplatten für 
TaqMan Analysen 
384-well Clear Optical 
Reaction Plate  
Kat.-Nr. 4309849 
Applied Biosystems, (USA) 
Mikrotiterplattenfolie MicroAmp Optical 
Adhesive Film 
Kat.-Nr. 4311971 
Applied Biosystems, (USA) 
Milchpulver Blotting Grade Blocker 
Non-Fat Dry Milk 
Kat.-Nr. 170-6404 
BioRad, München 
Nahtmaterial Ethicon Vicryl Polyglatin 
4-0 Kat.-Nr. V994H 
Johnson & Johnson, 
(Deutschland) 
Natriumhydroxid Kat.-Nr. 35256 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Natriumacetat Kat.-Nr. S 2889 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Natriumchlorid Kat.-Nr. S 7653 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Natriumorthovanadat Kat.-Nr. S 6508 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Novalgin® 
Injektionslösung 
PZN 0731465 Sanofi Aventis, Deutschland 
NuPage® MOPS SDS 
Running Buffer (20x) 
Kat.-Nr. NP0001 Invitrogen, Karlsruhe 




PapPen Kat.-Nr. PL002R015 DCS Innovative Diagnostik, 
Hamburg 
PBS  Dulbecco's Phosphate 
Buffer Saline  
Kat.-Nr. D8537 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
PhosStop Tabletten Kat.-Nr. 04906837001 Roche Diagnostics, 
Mannheim 
Pierce® BCA Protein 
Assay Kit  
Kat.-Nr. 23225 Thermo Scientific, (USA) 
Pikrinsäure Kat.-Nr. 80452 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Pipettenspitzen 0,1 µl bis 5 ml Eppendorf, Hamburg 
Plastikröhrchen Polysterene Round 
Bottom Kat.-Nr. 352063 
 
Becton Dickinson, Franklin 
Lakes (USA) 
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Poly-L-Lysin Kat.-Nr. #0413 ScienCell, Carlsbad (USA) 




Primer eigenes Design Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Proteinstandard für SDS 
Gele 
Precision Plus ProteinTM 
Western CTM Standards 
Kat.-Nr. 161-0376 
BioRad, München 
qPCR MasterMix Plus Kat.-Nr. RT-QP2X-03-075 Eurogentec, Köln 
Rasierklingen Wilkinson Sword Classic 
Kat.-Nr. 115 
Wilkinson, Solingen 
Reaktionsgefäße 0,5 ml bis 2 ml Eppendorf, Hamburg 
RIPA-Puffer (10x) Kat.-Nr. 9806 CellSignaling, (USA) 
RNeasy® Mini Kit Kat.-Nr. 74106 Qiagen, Hilden 
Salzsäure Kat.-Nr. 1.10164.2500 Merck, Darmstadt 
Schredder-Röhrchen Lysin Matrix Tubes  
Kat.-Nr. 6913-100 
MP Biomedicals, (USA) 
Schwefelsäure Kat.-Nr. 339741 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Schweineserum Kat.-Nr. P9783 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
SDS Sodium Dodecyl Sulfat 
Kat.-Nr. 05030 
Fluka, Steinheim 
Sirius Rot Farbstoff Direkt Red 80  
Kat.-Nr. 60700 













Spritzen Omnifix 1 ml Braun, Melsungen 
Sensitive™ Wash Buffer Kat.-Nr. HK583-5KE BioGenex Laboratories, 
USA 
TGFß Kat.-Nr. H8541 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Trinatriumcitrat Kat.-Nr. S1804 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Tris-HCl Trizma hydrochloride 
buffer solution (1M) 
Kat.-Nr. T2194 
Sigma Aldrich, Deisenhofen 
TRIzol® Reagenz Kat.-Nr. 15596-018 Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin/EDTA Kat.-Nr. 25300 Invitrogen, Karlsruhe 
Tween 20 Kat.-Nr. P9416 Sigma Aldrich, Deisenhofen  
Tylose MH 300 Kat.-Nr. 93800 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Vectastain ABC Kit  Peroxidase Mouse IgG  
Kat.-Nr. PK4002 
Vectorlabs, Wiesbaden  
Venofix A 0.65 mm x 20 mm Kat.-
Nr. 4056353 
Braun, Melsungen 
VetScanTM Reagenzdisk Comprehensive 
Diagnostic Profile  
Kat.-Nr. 8133 
Scil Vet GmbH, Viernheim 
Wasserstoffperoxid  30 %ig Kat.-Nr. 386790 Calbiochem, Darmstadt 
Wattestäbchen Bel Premium Hartmann AG, Heidenheim 
Xylol Kat.-Nr. 8187541000 Merck, Darmstadt 
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Zellkulturflaschen T175 cm2; 750 ml BD Pharmingen, 
(Deutschland) 
Zellkulturplatten verschiedene Größen Fisher Scientific, Schwerte 
Zellschaber Kat.-Nr. 353086 BD Pharmingen, 
(Deutschland) 
Zellstofftupfer Pur-Zellin  
Kat.-Nr. 143212 
Hartmann AG, Heidenheim 
Zitronensäure Kat.-Nr. C1857 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
 
2.1.3. Puffer und Lösungen 
 
Acetat-Citrat Puffer 
5,7 g Natriumacetat 
3,75 g  Trinatriumcitrat 
0,55 g Zitronensäure 
ad 50 ml  Aqua dest.  
38,5 ml  Ethanol abs. 
ad 100 ml Aqua dest. 
  
Blockpuffer 
15 g Milchpulver  
  3 g BSA  
ad 300 ml PBS 
 
Chloraminlösung 
7 g  Chloramin-T Hydrat 
ad 100 ml Lewatitwasser 
  
Ehrlich's Reagenz Lösung 
Lösung A: 
 
12 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd 
ad 20 ml Ethanol abs. 
Lösung B: 
 
2,74 ml Schwefelsäure 
→ Lösung B wurde mit Lösung A gemischt! 
 
Fast Green Färbelösung 
1 g Fast Green Farbstoff 
ad 1 L gesättigte wässrige Pikrinsäure 
→ vor Gebrauch wurden 5 ml Eisessig auf 100 ml Färbelösung geben! 
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Gesättigte wässrige Pikrinsäure 
15 g Pikrinsäure 
ad 500 ml heißes Lewatitwasser 
15 g Pikrinsäure 
ad 500 ml kaltes Lewatitwasser 
→ beide Ansätze wurden gemischt und vor Gebrauch 24 h bei RT gelagert! 
  
Laufpuffer (Western Blot) 
50 ml NuPage® MOPS SDS Running Buffer (20x) 
ad 1 L Aqua dest. 
 
Lämmlipuffer (4x) 
205 mM Tris-HCl 
40 % Glyzerol 
6 % SDS 
5 % ß-Merkaptoethanol 
0,04 % Bromphenolblau 
  
Mayer's Hämalaun Gebrauchslösung 
50 ml Mayer's Hamaläun 
ad 150 ml Lewatitwasser 
  
Oxidationslösung 
1 Teil Chloraminlösung 
4 Teile Acetat-Citrat Puffer 
  
Poly-L-Lysin Lösung 
15 µl Poly-L-Lysin (Stocklösung= 10 mg/ml) 
ad 10 ml steriles Wasser 
Proteinwaschpuffer 
100 µM Natriumorthovanadat (Na3VO4) 
1 L PBS 
  
RIPA-Gebrauchspuffer 
50 ml RIPA-Stocklösung 
1 Tabl. cOmplete PIC (= Protease Inhibitor Cocktail) 
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RIPA-Stocklösung 
1 ml  RIPA-Puffer 
9 ml Aqua dest. 
  
Saures Lewatitwasser (~ pH 2,5) 
300 ml  Eisessig 
660 ml Lewatitwasser 
  
Sirius Rot Färbelösung 
1 g Sirius Rot Farbstoff 
ad 1 L gesättigte wässrige Pirkinsäure 
  
Stripping-Puffer 
10 ml SDS-Lösung (10 %) 
3,125 ml Tris-HCl 
300 µl ß-Merkaptoethanol 
ad 50 ml Aqua dest. 
  
TBS-Puffer (pH 7,4) 
10 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
 
TBST-Blockpuffer 
50 ml TBST-Puffer 
2,5 g Milchpulver 
 
TBST-Puffer 
49,95 ml TBS-Puffer 
0,05 ml Tween 20 
  
Tyloselösung 
5 g Tylose 
ad 100 ml Leitungswasser 
 
Waschpuffer 
50 ml Sensitive™ Wash Buffer 
ad 1 L Lewatitwasser 
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2.1.4. Zelllinien und Kulturmedien 
 
Bezeichnung Kat.-Nr. Hersteller 
Human hepatic stellate cells (= hHSCs) 5300 ScienCell, Carlsbad (USA) 
Rat hepatic stellate cells (= rHSCs) R 5300 ScienCell, Carlsbad (USA) 
Stellate cell medium 5301 ScienCell, Carlsbad (USA) 
 
2.1.5. Antikörper und Substanzen 
 
Bezeichnung Kat.-Nr. Hersteller 
anti-glattmuskuläres alpha-Aktin  
(α-SMA; Wirt: Maus (monoklonal) Klon 1A4) 
A 2547 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
anti-ß-Aktin  
(Wirt: Maus (monoklonal) Klon AC-15) 
A3854 Sigma Aldrich, Deisenhofen 
anti-Maus IgG (Peroxidase gekoppelt) NIF825 GE Healthcare, Freiburg 
 
sGC Stimulator BAY 41-2272 
 
Für die pharmakologische Stimulation der sGC wurde die Substanz BAY 41-2272 
(= 5-Cyclopropyl-2-[1-(2-fluorobenzyl)-1H-pyrazolo-[3,4-b]pyridin-4-ylamin) der Bayer 
Pharma AG (Wuppertal, eigene Synthese; Abb. 8) verwendet (Boerrigter und 
Burnett, 2007; Stasch und Hobbs, 2009). Die mittlere effektive Konzentration (= 
EC50) von BAY 41-2272 liegt bei ca. 0,3 µM (Evgenov et al., 2006). Die Substanz 
wurde für die in vitro Versuche in DMSO in einer Konzentration von 10 mM angesetzt 




Abb. 8: Die chemische Strukturformel des sGC Stimulators BAY 41-2272 




Für die in vitro Versuche wurde der kommerziell erhältliche NO-Donor 
DETA NONOate (= (Z)-1-[N-(2-aminoethyl)-N-(2-ammoniumethyl)amino]diazen-1-
ium-1,2-diolate; Cayman Chemical (USA), Kat.-Nr. 82120; Abb. 9) ausgewählt, da 
dieser die längste Halbwertszeit (ca. 20 h) bei physiologischen Bedingungen 
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(~ 37 °C) aufweist (Hrabie und Klose, 1993; Jiang et al., 2006). DETA NONOate 
wurde in einer Stocklösung von 10 mM in 0,01 M NaOH angesetzt und in einer End-
konzentration von 100 µM in den jeweiligen in vitro Experimenten verwendet 









8-Bromo-cGMP (= 8-Bromo-cyclic guanosine monophosphate; Sigma Aldrich (Dei-
senhofen), Kat.-Nr. B1381; Abb. 10) ist ein in Lösung stabiles, membranpermeables 
Analogon des natürlich vorkommenden Signalmoleküls cGMP (Chu und Prassad, 
1999). Aufgrund dieser Eigenschaften eignet sich das Analogon besonders für die 
Verwendung in Zellkulturversuchen. Die Substanz wurde in sterilem Wasser in einer 











yl)-4-ethoxyphenyl]sulfonyl}-4-ethylpiperazin; Bayer Pharma AG (Wuppertal), eigene 
Synthese; Abb. 11) ist ein selektiver Inhibitor der PDE 5 (Kouvelas et al., 2009). 
Vardenafil wurde ebenfalls in DMSO zu einer Konzentration von 10 mM gelöst und in 
vitro in Anlehnung an die Ergebnisse von Teixeira et al. (2006) und Al-Aown et al. 
(2011) in einer Endkonzentration von 1 µM verwendet. 
 




Abb. 11: Die chemische Strukturformel von Vardenafil  




Die Substanz KT 5823 (= (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-Hexahydro-10-methoxy-2,9-
dimethyl-1-oxo-9,12-epoxy-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1'-kl]pyrrolo[3,4-i][1,6]-benzo-
diazocine-10-carboxylic acid, methyl ester; Tocris Biosciences (UK), Kat.-Nr. 1289; 
Abb. 12) ist ein selektiver PKG Inhibitor (Bellocq et al., 1999; Chen et al., 2010) der 
in DMSO zu einer Konzentration von 1 mM gelöst wurde. Die Endkonzentration in 
den in vitro Versuchen betrug jeweils 1 µM (basierend auf den Ergebnissen von 
Burkhardt et al., 2000). 
 
 
Abb. 12: Die chemische Strukturformel des selektiven PKG Inhibitors KT 5823 
(www.tocris.com) 
 
sGC Inhibitor ODQ 
 
Als Inhibitor der sGC wurde ODQ (= 1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; 
Tocris Biosciences (UK), Kat.-Nr. 0880, Abb. 13) verwendet, welcher das Fe2+-
Zentrum der prosthetischen Hämgruppe der sGC oxidiert und damit eine Aktivierung 
durch NO oder sGC Stimulatoren unterbindet (Garthwaite et al., 1995; Schrammel 
et al., 1996). Der sGC Inhibitor ODQ wurde in DMSO zu einer Konzentration von 
10 mM gelöst und in einer Endkonzentration von 10 µM in vitro eingesetzt (basierend 
auf den Ergebnissen von Feelisch et al. (1999) und Hoenicka et al. (1999)). 
 




Abb. 13: Die chemische Strukturformel des sGC Inhibitors ODQ 
(www.tocris.com) 
 
Zur Übersicht wurden die pharmakologischen Wirkungen der verwendeten Substanz-


































BAY 41-2272  
+ 
L-Zitrullin + NO 
GTP 
cGMP + PPi 
DETA NONOate  
 
PKG KT 5823 
+ 
8-Bromo-cGMP 
Abb. 14: Schematische Übersicht der pharmakologischen Wirkungen der verschiedenen Substanzen 
auf den NO-cGMP Signalweg [modifiziert nach Denninger und Marletta, 1999] 
 
8-Bromo-cGMP= stabiles cGMP Analogon; BAY 41-2272= sGC Stimulator; cGMP= zyklisches Guanosinmonophosphat; 
DETA NONOate= NO-Donor; GTP= Guanosintriphosphat; KT 5823= PKG Inhibitor; Mg2+= Magnesium; NADPH= Nicotin-
amidadenindinukleotidphosphat; NO= Stickstoffmonoxid; NOS= NO-Synthase; O2= Sauerstoff; ODQ= sGC Inhibitor; PDE 5= 


















2.2.1. Zellbiologische Methoden 
 
Die Arbeiten mit zellbiologischem Material erfolgten unter sterilen Bedingungen an 
einer Reinraumwerkbank der Sicherheitsstufe S1. 
 
2.2.1.1. Kultivierung von primären adhärenten Zelllinien 
 
Primäre Ratten (= rHSCs) und humane HSCs (= hHSCs) wurden käuflich erworben. 
Die Zellkulturflaschen (T175 cm2) wurden über Nacht mit einer Poly-L-Lysin Lösung 
beschichtet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 50 ml des entsprechenden Her-
stellermediums bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit. Sobald die Zellen 
einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, wurden diese passagiert. Dafür wurden 
die Zellen mit PBS gewaschen, mit 10 ml Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkultur-
flasche abgelöst und in einem Verhältnis von 1:3 aufgeteilt. Für die durchgeführten in 
vitro Studien wurden ausschließlich Zellen der dritten Passage verwendet. 
 
2.2.2. Molekularbiologische und biochemische Methoden  
 
2.2.2.1. RNA-Isolierung aus Zellen 
 
Für die Isolierung der Gesamt-RNA (= ribonucleic acid, RNA) aus primären Zellen 
wurden diese in Poly-L-Lysin beschichteten 12-Loch-Platten kultiviert (30000 Zellen/ 
well), anschließend mit PBS gewaschen und je nach Versuchsansatz mit den 
entsprechenden Substanzen inkubiert. Nach Beendigung der jeweiligen Inkuba-
tionszeit und einer Vitälitätskontrolle der Zellen wurde das Medium entfernt, die 
Zellen mit PBS gewaschen und mit 350 µl RLT-Puffer (enthalten im RNeasy® Mini 
Kit) lysiert. Die weitere Aufarbeitung der Gesamt-RNA erfolgte nun im Anschluss mit 
dem RNeasy® Mini Kit nach Herstellerangaben. Die isolierte RNA wurde zum Ende 
der Aufarbeitung mit 35 µl DNase/RNase freiem Wasser eluiert, mittels Spektro-
photometer quantifiziert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
 




Die extrahierte Gesamt-RNA (Abschnitt 2.2.2.1.) ist häufig mit genomischer DNA 
(= desoxyribonucleic acid) verunreinigt. Daher wurde vor der cDNA-Synthese ein 
DNase-Verdau mit Hilfe der RNase freien DNase I entsprechend der Herstelleran-
gaben durchgeführt. Die isolierte, DNA freie RNA kann im Rahmen der RT-PCR 
(= Real-Time TaqManTM polymerase chain reaction; Abschnitt 2.2.2.3.) nicht amplifi-
ziert werden, da sie keine geeignete Matrize für das Enzym Polymerase ist. In einem 
Zwischenschritt musste daher unter Verwendung des Enzyms Reverse-Trans-
kriptase (= RNA abhängige DNA-Polymerase) eine zur RNA komplementäre cDNA 
(= complementary deoxyribonucleic acid) synthetisiert werden. Hierzu wurde das 
ImProm-IITM-Reverse Transcription System Kit nach Herstellerangaben verwendet. 
Bis zur weiteren Verwendung der cDNA wurde diese bei -20 °C gelagert.  
 
2.2.2.3. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (Real-Time TaqManTM PCR) 
 
Die Bestimmung der relativen Genexpression erfolgte mittels quantitativer RT-PCR. 
Diese Methode basiert auf einen Fluoreszenz-Energietransfer (= fluorescence 
resonance energy transfer; FRET) bei dem sequenzspezifische TaqMan-Sonden 
eingesetzt werden. Eine Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, welches am 5'-
Ende mit einem 6-Carboxyfluorescein (= FAM) als Reporterfarbstoff markiert ist und 
am 3'-Ende ein 6-Carboxytetramethylrhodamin (= TAMRA) als Quencherfarbstoff 
trägt und durch einen Phosphatrest blockiert ist. Durch Hydrolyse der TaqMan-
Sonde, herbeigeführt durch die 5'-3' Exonuclease Aktivität der Taq-Polymerase 
während der Synthese des Gegenstranges, wird der Reporterfarbstoff freigesetzt. 
Voraussetzung hierfür ist eine sequenzspezifische Hybridisierung zwischen TaqMan-
Sonde und cDNA (= Template). Da der Fluoreszenzanstieg direkt proportional zu der 
Anreicherung des Amplifikats ist, nimmt das Reportersignal in Abhängigkeit der Zeit 
zu. Je höher die gemessene relative Expression eines Genes ist, desto mehr PCR 
Produkte werden amplifiziert. Dies macht eine Quantifizierung der Genexpression 
möglich (Livak et al., 1995). Für die Durchführung der RT-PCR wurden 4 µl der 
cDNA mit qPCR MasterMix Plus, dem genspezifischen Primerpaar (Endkonzentra-
tion: 300 nM) und der TaqMan-Sonde (Endkonzentration: 150 nM) gemischt (Tabelle 










Gen Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (3'-5') Sonde (5'-FAM, 3'-TAMRA) 
ribosomales L32 GAAAGAGCAGCACAGCTGGC TCATTCTCTTCGCTGCGTAGC TCAGAGTCACCAATCCCAACGCCA 
Col1α1 GAAGCATGTCTGGTTTGGAGAGA ATCGGAACCTTCGCTTCCAT TGACCGATGGATTCCAGTTCGA 
α-SMA GCATAAAGACACCGGCATTT GGTCCTTGGTGTGAGGATGG CAACGCTGGCATGCTTGAGGTTTCTAC 
LTBP2 TGAACACAATGGTGGTCCTCC TGGCACCCTGGGTCGA TCTCAAATCTTGGGCCAGAACTCCACA 
MMP2 GTTTATTTGGCGGACAGTGACA GGGAGCTCAGGCCAGAATG CCCACAGGTCCCTTGCTGGTGG 
TIMP3 ATCCCCAGGATGCCTTCTG CCAGCTTCTTTCCCACCACTT AACTCCGACATCGTGATCCGGGC 
TGFß CTCCCAACGTCGAGGTG GGCCATGAGGAGCAGGAAG CTAGGGCACCATCCATGACATGAACC 
(b) Human 
Gen Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (3'-5') Sonde (5'-FAM, 3'-TAMRA) 
ribosomales L32 AAGTTCATCCGGCACCAGTC TGGCCCTTGAATCTTCTACGA CCCAGAGGCATTGACAACAGGG 
Col1α1 CAGTGTGGCCCAGAAGAACTG AACTGGAATCCATCGGTCATG CAAGGACAAGAGGCATGTCTGGTTC 
α-SMA ATCCTCCCTTGAGAAGAGTTACGA CTGGGCAGCGGAAACGT TGCCTGATGGGCAAGTGATCA 
LTBP2 CGAGATCTGCCCTAGTGGAAA GGCCCGAATATCACACACTCA AGCCTGGACGTTTGGACAGACCA 
 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; LTBP2= latent transforming growth factor beta binding protein 2; MMP 2= Matrixmetalloproteinase 2; 
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Die PCR wurde in 40 Zyklen, jeweils bestehend aus einem Temperaturprogramm 
von 2 min 50 °C, 10 min 95 °C, 15 s 95 °C und 1 min 60 °C, in einer 384-Loch-Platte 
im TaqMan Gerät von Applied Biosystems durchgeführt. Die Genexpression wurde 
mittels der ∆∆CT-Methode berechnet (Livak und Schmittgen, 2001). Zu Beginn der 
PCR ist die Templatemenge reaktionslimitierend. Unter idealen Reaktionsbedin-
gungen nehmen in der nachfolgenden Phase die PCR Amplifikate bis zum Erreichen 
einer Plateauphase exponentiell zu. Der CT-Wert (= cycle treshold value) gibt den 
Zyklus an, bei dem die detektierte Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hinter-
grundfluoreszenz angestiegen ist. Die relative Genexpression lässt sich im An-
schluss nach folgender Formel berechnen: 
 
relative Genexpression = 2∆∆CT mit ∆∆CT = ∆CT [CT35-CTReferenzgen]-∆CT [CTProbe-
CTReferenzgen].  
 
Als Referenzgen wurde das ribosomale Protein L32 (Thellin et al., 1999; Janovick-
Guretzky et al., 2007) herangezogen und die Berechnungen der relativen Gen-
expression erfolgte nach dem ABI PRISM 7700 Sequence Detection System von 
Applied Biosystems. Ein CT-Wert von 35 entsprach hierbei dem höchsten anzu-




Für die quantitative Bestimmung des cGMPs wurden die Zellen in einer 12-Loch-
Platte (30000 Zellen/well) 24 h kultiviert und im Anschluss je nach Versuchsaufbau 
mit den verschiedenen Substanzen stimuliert. Nach 48 h erfolgte zunächst eine 
Vitälitätskontrolle der Zellen bevor die Zellkulturplatten auf Eis gestellt, das Medium 
entfernt und die Zellen mit 300 µl eiskalten 70 %igem Ethanol (= EtOH) beschichtet 
wurden. Die cGMP-Extraktion aus den Zellen erfolgte über Nacht bei -20 °C. Am 
nächsten Tag konnten die Extrakte in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt, mit Hilfe 
eines Probenkonzentrators über Nacht bei 30 °C lyophilisiert und anschließend der 
Gehalt an cGMP unter Verwendung des cGMP-Detektionskits nach Herstelleran-
gaben bestimmt werden. Die Zellrückstände in den 12-Loch-Platten wurden in 150 µl 
0,1 M NaOH aufgenommen, um den jeweiligen Proteingehalt mit der BCA-Methode 
(= Bicinchoninsäure-Methode) zu messen (Smith et al., 1985; Abschnitt 2.2.2.5.). Die 
Berechnung des cGMP-Gehaltes der Proben erfolgte in fmol/mg Protein. 
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2.2.2.5. Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA-Methode) 
 
Die Bestimmung des Proteingehalts der Zellen erfolgte nach der BCA-Methode. 
Diese Messung beruht auf der Bildung eines Komplexes zwischen Peptiden, min-
destens drei Aminosäureresten und Kupfer (= Cu2+) Ionen in wässrig alkalischer 
Lösung (= Biuret-Reaktion). Bei dieser Reaktion wird Cu2+ zu Cu1+ reduziert und 
bildet mit zwei Molekülen BCA einen dunkelvioletten Farbkomplex, der kolorimetrisch 
detektiert und quantifiziert werden kann. Für die Messung der Proteinkonzentration 
wurde das Pierce® BCA Protein Assay Kit verwendet und nach Herstellerangaben 
durchgeführt. Anhand einer BSA-Standardkurve wurden die Werte der zu messen-
den Proben berechnet. 
 
2.2.2.6. Extraktion von Zellproteinen 
 
Für die Bestimmung der Proteinexpression in HSCs wurden diese in 6-Loch-Platten 
ausgesät (60000 Zellen/well), 24 h kultiviert und im Anschluss mit verschiedenen 
Konzentrationen des sGC Stimulators BAY 41-2272 (= 1 und 10 µM) 48 h inkubiert. 
Nach der Inkubationszeit erfolgte die Vitälitätskontrolle der Zellen (s.a. Anhang 1; 
S. 122). Im Anschluss daran wurde das Medium abgesaugt, die 6-Loch-Platten auf 
Eis gestellt und die Zellen mit Proteinwaschpuffer dreimal gewaschen. Nach diesem 
Waschschritt erfolgte die Zelllyse sowohl durch Zugabe von 120 µl RIPA-Gebrauchs-
puffer als auch durch Abschaben bzw. mechanischem Auf- und Abpipettieren der 
Zellen. Nach einer fünfminütigen Inkubation auf Eis wurden die Zelllysate 20 min, bei 
14000 g und 4 °C zentrifugiert, um die löslichen Proteine von den unlöslichen Zell-
bestandteilen zu trennen. Die Konzentration der im Überstand befindlichen Gesamt-
proteine wurde mittels BCA-Methode (Abschnitt 2.2.2.5.) bestimmt, so dass im wei-
teren Verlauf 10 µg Protein pro Geltasche aufgetragen und mittels Gelelektrophorese 
(Abschnitt 2.2.2.7.) aufgetrennt werden konnten.  
 
2.2.2.7. Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) 
 
Zur Auftrennung der in den Zelllysaten vorhandenen Proteine wurden diskontinu-
ierliche, vertikale 4-12 %ige Polyacrylamidgele verwendet, welche auf dem von 
Laemmli 1970 entwickeltem SDS-PAGE System basieren. Bei dieser Methode ent-
hält der Laufpuffer das SDS, welches die Entfaltung und Maskierung der Eigenla-
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dung der Proteine unterstützt. Dadurch wird eine Auftrennung der Proteine nach 
ihrem Molekulargewicht unabhängig von ihrer nativen Faltung und Ladung er-
möglicht. Nachdem das Gel in die Gelelektrophoresekammer eingesetzt wurde, 
konnte diese vollständig mit Laufpuffer befüllt werden. Die zu trennenden Protein-
proben (10 µg pro Geltasche) wurden mit vierfach konzentrierten Lämmlipuffer ver-
setzt, 5 min bei 99 °C im Thermoschüttler erhitzt und nach dem Auftragen in die Gel-
taschen bei 150 V für ca. 1 h aufgetrennt. 
 
2.2.2.8. Western Blot  
 
Die im SDS-PAGE Verfahren elektrophoretisch aufgetrennten Proteinproben wurden 
im weiteren Verlauf, basierend auf der von Towbin et al. (1979) entwickelten Western 
Blot-Methode, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (= Blotting). Für diesen 
Schritt wurde das iBlot® Gerät mit den zugehörigen iBlot® Gel Transfer Stack verwen-
det. Das Gel wurde hierbei auf die Nitrozellulosemembran (= unterer Stack) gelegt 
und mit einem angefeuchteten Filterpapier bzw. dem oberen Stack abgedeckt. Mit 
Hilfe des iBlot® Gerätes wurden die im Gel enthaltenen Proteinen innerhalb von 7 min 
auf die Membran transferiert und dann im Anschluss mittels spezifischer Antikörper 




Die Immundetektion von Proteinen auf einer Nitrozellulosemembran basiert auf einer 
Antigen-Antikörper-Reaktion entwickelt 1988 von Harlow und Lane (= Immunosand-
wich assay). Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese zur Ab-
sättigung von unspezifischen Bindungsstellen in TBST-Blockpuffer unter ständigem 
Schütteln bei 4 °C über Nacht geblockt. Im Anschluss folgte die einstündige Inkuba-
tionszeit bei RT mit dem primären Antikörper gegen α-SMA (1:500 verdünnt in TBST-
Blockpuffer). Für die Detektion des gebundenen monoklonalen Antikörpers gegen α-
SMA erfolgte nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBST-Puffer eine ein-
stündige Inkubation bei RT mit einem Peroxidase gekoppelten Zweitantikörper (anit-
Maus-IgG: 1:10000 verdünnt in TBST-Blockpuffer). Nach dieser Inkubation wurde die 
Membran erneut dreimal mit TBST-Puffer gewaschen. Durch die Zugabe des ECL 
Reagenz (1 min bei RT) wurde in Anwesenheit des Enzyms Peroxidase Chemi-
lumineszenz erzeugt. Diese wurde unter Verwendung eines Fotofilms detektiert.  
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Als Kontrolle für eine gleichmäßige Proteinbeladung der Geltaschen wurde das kon-
stitutiv exprimierte housekeeping Protein beta-actin (= β-Aktin) auf der Membran 
nachgewiesen. Hierfür wurde diese zunächst in TBST-Puffer gewaschen, um danach 
die Antikörperbindungen mit dem Stripping-Puffer (Inkubation 30 min bei 56 °C) von 
der Membran zu entfernen. Nun folgte erneut die Absättigung der unspezifischen 
Bindungen der Membran über Nacht bei 4 °C unter ständigem Schütteln mit TBST-
Blockpuffer. Am nächsten Tag wurde die Membran 1 h bei RT mit dem Antikörper 
gegen β-Aktin (1:100000 verdünnt in TBST-Blockpuffer) inkubiert und danach drei-
mal mit TBST-Puffer gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper anti-
Maus-IgG gekoppelt mit Peroxidase (1:10000 verdünnt in TBST-Blockpuffer) fand 
ebenfalls 1 h bei RT statt. Auf diesen Inkubationsschritt folgte ein dreimaliger Wasch-
schritt mit TBST-Puffer bevor das ECL Reagenz für 1 min bei RT hinzugegeben 
wurde. Mittels eines Fotofilms wurde die Chemilumineszenz detektiert. 
 
2.2.3. Tierexperimentelle Methoden 
 
Für alle in vivo Versuche wurden weibliche Ratten (= Rattus norvegicus) des Aus-
zuchtstammes Sprague Dawley (Bezeichnung: HSD:SpragueDawley SD) des Zucht- 
und Lieferbetriebes Harlan Laboratories, Deutschland verwendet. Alle durchgeführ-
ten Tierstudien entsprachen der Bestimmung des deutschen Tierschutzgesetzes 
vom 18. Mai 2006 und waren von der zuständigen Behörde (LANUV NRW: Landes-
amt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz) genehmigt (Aktenzeichen: 87-51.04. 
2010.A264 vom 31.01.2011) bzw. angezeigt unter dem Aktenzeichen: 8.87-50.10.44. 
09.122 (vom 26.10.2009). Die Haltung der Tiere erfolgte in dafür vorgesehene Stal-
lungen des Forschungszentrums der Bayer Pharma AG in Wuppertal nach den 
Richtlinien der zentralen Versuchstierhaltung und unter standardisierten Bedingung-
en. Die RT betrug durchschnittlich 22 °C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 
45 % mit wechselnder Tag-Nacht-Beleuchtung im 12-Stunden-Rhythmus. In allen 
durchgeführten Tierstudien erhielten die Tiere Standardfutter (= ssniff® Alleinfutter-
mittel) und Trinkwasser (= Leitungswasser) ad libitum. Vor jeder Tierstudie wurde 
eine einwöchige Anpassungs-/ Erholungsphase der Tiere nach der Lieferung mit ein-
bezogen. 
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2.2.3.1. Induktion einer Leberfibrose 
 
Für die in vivo Induktion einer Leberfibrose werden verschiedene Tiermodelle der-
zeitig in der Leberfibroseforschung angewendet. Die anerkanntesten Methoden sind: 
a) die Gallengangsligatur (= bile duct ligation, BDL), b) die Schweineserum (= pig 
serum) induzierte und c) die toxisch induzierte Leberfibrose (Tsukamoto et al., 1990; 
Starkel und Leclerq, 2011). Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten in 
vivo Untersuchungen erfolgten anhand des BDL Modells und des Schweineserum 
Modells.  
Das BDL Modell ist ein in vivo Modell bei dem es durch einen chirurgisch induzierten 
Gallensäurenrückstau zu einer Schädigung der Leberzellen kommt. Besonders 
Ratten eigenen sich für dieses Tiermodell, dass sie anatomisch keine Gallenblase 
besitzen (Starkel und Leclerq, 2011). Vorteil des BDL Modells ist der schnelle pro-
gressive Krankheitsverlauf, so dass innerhalb von wenigen Tagen/Wochen eine 
Leberfibrose entsteht (Georgiev et al., 2008; Vanheule et al., 2008). Gleichzeitig 
bedingt dies aber auch die Hauptnachteile einer hohen Mortalitätsrate und einem 
geringen therapeutischen Fenster. Die Pathogenese der Leberfibrose dieses Tier-
modells verläuft ähnlich wie die der sekundären biliären Fibrose im Menschen 
(Starkel und Leclerq, 2011). Ergänzend wurde ein zweites in vivo Modell mit gänzlich 
anderer Ätiologie ausgewählt: das so genannte Schweineserum Modell. Durch wie-
derholte Injektion von Schweineserum entwickeln die Tiere ähnliche Pathomecha-
nismen wie Patienten mit einer durch Alkohol induzierten Leberfibrose, einer Auto-
immun- oder akuten Hepatitis (Baba et al., 2005). Vorteil dieses Tiermodells ist der 
schonende, aber äußerst lange Induktionszeitraum der Leberfibrose (= über mehrere 
Wochen), der zu einer geringen Mortalitätsrate der Tiere führt.  
 
 Operationstechnik für eine Gallengangsligatur induzierte Leberfibrose  
 
Weibliche SD-Ratten mit einem Gewicht zwischen 200 g und 250 g wurden je nach 
Studiengröße über einen Zeitraum von 3 bis 4 Tagen versetzt operiert. Als Narkose 
wurde das Inhalationsnarkotikum Isofluran® (2 %ig) in Kombination mit Lachgas und 
Sauerstoff verwendet (Verhältnis 2:1). Zu Beginn der Operation (= OP) wurde der 
Bauch der Tiere enthaart und mit Hautdesinfektionsspray desinfiziert. 
In ausreichend tiefer Narkose (= Reflexfreiheit) erfolgte die mediane Laparotomie. Mit 
Hilfe eines Wundspreitzers wurde die Bauchdecke zunächst fixiert, der linke Seiten- 
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und Mittellappen der Leber vorsichtig mit einer Pinzetten angehoben, so dass der 
Gallengang zugänglich gemacht wurde. Nun erfolgte die Freipräparation des Gallen-
ganges von umgebenden Fettgewebe, um diesen im Anschluss vorsichtig mit einem 
nicht absorbierbaren Faden (Ethibond Excel) sowohl nach kranial als auch nach 
kaudal jeweils zweifach zu ligieren. In der Mitte der Ligationen wurde der Gallengang 
zusätzlich mittels Augenschere durchtrennt. Nach Entfernung des Wundspreitzers 
wurde die Muskelschicht und die Bauchdecke durch eine fortlaufende Naht mit einem 
Vicryl Faden der Stärke 4-0 vernäht und mit einem Sprühverband versorgt. Zur post-
operativen Schmerzkontrolle erhielten die Tiere i.p. (= intraperitoneal) eine Novalgin® 
Injektionslösung (Stocklösung: 100 mg/ml) in einer Konzentration von 25 mg/ml/kg. 
Bei Tieren der Shamgruppe (= scheinoperierte Tiere) erfolgte lediglich eine Freiprä-
paration des Gallenganges. Die gesamte OP fand auf einer Heizplatte mit einer 
durchschnittlichen Temperatur von 38 °C statt, um die Körpertemperatur der Tiere 
während der OP-Zeit konstant zu halten. Im Anschluss der OP kamen die Tiere nach 
Versicherung eines stabilen Allgemeinbefindens zurück in ihre Käfige. In den Be-
handlungsstudien erfolgte die erste p.o. (= per os) Applikation direkt nach dem 
Wiedererwachen der Tiere aus der Narkose. Jede weitere p.o. Placebo- (= 0,5 %ige 
Tyloselösung) bzw. Substanzapplikation erfolgte zweimal täglich (= bid; 12 h-Rhyth-
mus). Die Dauer einer Behandlungsstudie betrug mit Bezug auf frühere Veröffent-
lichungen insgesamt 23 Tage (Georgiev et al., 2008; Vanheule et al., 2008). 
 
 Die Schweineserum induzierte Leberfibrose  
 
Für die Schweineserum induzierte Leberfibrose wurden ebenfalls weibliche SD-
Ratten mit einem Körpergewicht von 200 g bis 250 g randomisiert. Zur Induktion der 
Leberfibrose erhielten die Tiere zweimal wöchentlich eine i.p.-Injektion von 0,5 ml 
Schweineserum pro Tier über einen Zeitraum von insgesamt 8 Wochen (Paronetto 
und Popper, 1966; Baba et al., 2005). Kontrolltiere erhielten i.p. 0,5 ml/ Tier einer 
physiologischen Kochsalzlösung (= 0,9 %ige NaCl-Lösung). In der Behandlungs-
studie erfolgte zusätzlich eine p.o. Placebo- (= 0,5 %ige Tyloselösung) bzw. Sub-
stanzapplikation der Tiere im 12 h-Rhythmus. 
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2.2.3.2. Messung des Blut- und Portalvenendruckes 
 
Die Hämodynamikmessungen erfolgten mit einem Power Lab System unter der Ver-
wendung der Lab Chart 6.0 Software. Am Tag der planmäßigen Versuchsbeen-
digung wurde die Ratten mittels Isofluran® Narkose (2 %ig) in Kombination mit Lach-
gas und Sauerstoff (Verhältnis 2:1) narkotisiert. Anschließend wurde der Zwischen-
zehreflextest zur Überprüfung der Narkosetiefe durchgeführt. Mit einer stumpfen 
Schere wurde ein ca. 2 cm langer Schnitt nach kaudal in die Oberhaut des Tier-
halses geschnitten. Mit einer anatomisch gebogenen Pinzette wurde ein Teil der 
Arteria carotis sinister freipräpariert, um im Anschluss drei Fäden von ca. 10 cm 
Länge unter das Gefäß zu legen. Mit Hilfe eines Fadens wurde die Arterie nach 
kranial durch Verknoten gestaut. Ein weiterer Faden wurde genutzt um unter der Ver-
wendung eines Nadelhalters die Arteria carotis sinister nach kaudal unter Zug zu 
stauen. Eine am Ende leicht gebogene Injektionskanüle diente der Eröffnung der 
Arterie, in die durch die Verwendung einer Pinzette ein Millar Tip-Katheter (Größe 
2 F) eingeführt wurde. Die Fixierung des Katheters an das Gefäß erfolgte durch den 
dritten, vorgelegten Faden. Durch Lösung der Stauung konnte der Katheter in die 
Arterie bzw. bis in den linken Ventrikel des Herzens vorgeschoben werden. Die 
Messung des linksventrikulären Druckes (= left ventricular systolic pressure, LVPsys) 
im Herzen erfolgte jeweils über die Dauer von 2 min. Die Herzfrequenz der Tiere 
wurde anhand der linksventrikulären Druckkurve mittels der Lab Chart 6.0 Software 
berechnet. 
 
Für die Messung des PVDs wurde bei den herzkatherisierten Tieren eine mediane 
Laparotomie durchgeführt und die Darmschlingen vorsichtig unter der Verwendung 
von Wattestäbchen aus der Bauchhöhle beiseitegelegt. Dies ermöglichte eine freie 
Sicht auf die Portalvene (= Vena portae). Über einen mit physiologischer Koch-
salzlösung gefüllten Venofix A (Schlauchlänge: 30 cm, -durchmesser: 0,65 mm), der 
an einen Druckaufnehmer für Flüssigkeiten angeschlossen war, konnte der PVD 
über einen Zeitraum von 1 min gemessen werden. Für diese Messung wurde der 
Venofix A in die Portalvene eingeführt und vorsichtig fixiert.  
 
Nach den jeweiligen Messungen wurde den Tieren über die Bauchvene (= Vena 
cava caudalis) Blut in Lithium Heparin (Li-Hep)-Monovetten entnommen, um ver-
schiedene physiologische Parameter im Anschluss bestimmen zu können. Zur 
weiteren Diagnostik wurde den Versuchstieren die Leber entfernt, mit PBS gewa-
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schen, in die einzelnen Leberlappen unterteilt und entweder mit 10 %igem Formalin 
fixiert oder auf einer vorgekühlten Metallplatte schockgefroren. Bis zur weiteren Ver-
wendung wurden die gefrorenen Leberlappen bei -80 °C gelagert.  
 
2.2.3.3. Quantitative Bestimmung von Blutparametern mittels VetScanTM 
Analyse 
 
Für die quantitative Bestimmung der verschiedenen physiologischen Leberpara-
meter/-enzyme wurde das VetScan VS2TM Analysesystem verwendet. Hierfür wurden 
100 µl des Li-Hep Vollblutes blasenfrei in die VetScanTM Volldiagnostikprofil-Rea-
genzdisk des Typs Comprehensive Diagnostic Profile pipettiert und analysiert. Das 
Messprinzip beruht auf eine chemische Reaktion zwischen Probe und den jeweiligen 
Reagenzien in der Reagenzdisk. Diese ist je nach Konzentration des zu messenden 
Parameters in der Probe proportional zu einem Farbumschlag mit entsprechender 
Extinktionsänderungsgeschwindigkeit bei einer für die Reaktion spezifischen Wellen-
länge.  
Zur Bestimmung der ALT wurde eine Abwandlung des Verfahrens nach Wróblewski 
und LaDue von 1956 verwendet (Bergmeyer und Horder, 1980). Bei dieser che-
mischen Reaktion katalysiert das Enzym den Transfer einer Aminogruppe von L-Ala-
nin zu α-Ketoglutarat und damit die Bildung von L-Glutamat und Pyruvat. Das Enzym 
Lactat-Dehydrogenase katalysiert in einem weiteren Schritt die Umwandlung von Py-
ruvat zu Lactat, wobei gleichzeitig NADH zu NAD+ oxidiert wird. Diese Oxidation ist 
direkt proportional zur ALT-Konzentration in der Probe und kann bei einer Extinktion 
von 340 nm und 405 nm gemessen werden. 
Das Enzym ALP konnte in der Probe durch die Reaktion mit p-Nitrophenylphosphat 
zu p-Nitrophenol und Phosphat bestimmt werden (PetitClerc et al., 1975; Tietz et al., 
1983). Die Menge an ALP in der Blutprobe verhält sich proportional zur Anstiegsge-
schwindigkeit der Extinktionsdifferenz zwischen 405 nm und 500 nm.  
Die Albuminkonzentration der Li-Hep Vollblutprobe wurde mittels einer Farbstoffbin-
dungsmethode mit Bromkresolgrün analysiert (Webster et al., 1974). Hierbei handelt 
es sich um eine Endpunktreaktion mit biochromatischer Bestimmung bei 630 nm und 
405 nm. Das gebundene Albumin verhält sich proportional zur Albuminkonzentration 
in der Probe.  
Der Gesamtbilirubinspiegel (= T-BIL) wurde in der Vergangenheit unter der Ver-
wendung von diazotierter Sulfanilsäure gemessen (Doumas et al., 1985). Eine neu-
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ere, spezifischere Methode wurde mit dem Enzym Bilirubinoxidase entwickelt (Perry 
et al., 1986). In diesem Verfahren wird Bilirubin durch Bilirubinoxidase zu Biliverdin 
oxidiert. Die Konzentration von Bilirubin wird als Extinktionsdifferenz zwischen 
467 nm und 550 nm quantitativ bestimmt. 
 
2.2.3.4. Anfertigung und Färbungen von histologischen Lebergewebeschnitten  
 
Der am Sektionstag entnommene rechte Leberlappen (= Lobus hepatis dexter) 
wurde für die histologischen Analysen des Lebergewebes verwendet und zunächst 
24 h in 10 %igem Formalin fixiert. Mit Hilfe eines Einbettautomatens wurden die 
Gewebeproben über Nacht entwässert und mit Paraffin durchtränkt. Anschließend 
wurden einzelne Leberstücke in Paraffin unter Verwendung einer Paraffinausgieß-
station eingebettet, um 5 µm dicke Gewebeschnitte mit einem Rotationsmikrotom 
anfertigen zu können. Diese Schnitte wurden für die verschiedenen Färbungen auf 
Glasobjektträger aufgezogen und über Nacht in einem Trockenschrank bei ca. 45 °C 
getrocknet. Im weiteren Verlauf wurden vor allen durchgeführten Färbungen diese 
Gewebeschnitte zunächst durch eine drei x dreiminütige Behandlung mit Xylol ent-
paraffiniert, über eine absteigende EtOH-Reihe (100 %-, 90 %-, 80 %- und 70 %iger 
EtOH) rehydriert und zum Schluss in Lewatitwasser gelagert. Die weitere Vor-
gehensweise richtete sich nach Art der jeweiligen durchgeführten Färbung.  
 
 Kollagenfärbung von Lebergewebeschnitten  
 
Um den Anteil an Kollagenfasern im Gewebe darstellen und quantifizieren zu kön-
nen, wurde eine Sirius Rot/ Fast Green Färbung der Gewebeschnitte angefertigt. 
Sirius Rot ist ein anionischer Farbstoff, der aufgrund seiner enthaltenen Sulfonsäure-
gruppen basische Gruppen im Kollagenmolekül rot anfärbt.  
Nach der absteigenden EtOH-Reihe und der Lagerung der Schnitte in Lewatitwasser 
erfolgte eine zehnminütige Inkubation mit der Sirius Rot Färbelösung bei RT. Im 
Anschluss wurden die Gewebeschnitte ca. 10 s in saures Lewatitwasser getaucht, 
um danach 3 min in der Fast Green Färbelösung grün gegengefärbt zu werden. 
Durch erneutes Tränken der Schnitte in saures Lewatitwasser (10 s) konnten die 
Schnitte abschließend nach einer aufsteigenden EtOH-Reihe (je 1 min bei RT in 
Lewatitwasser, 70 %, 80 %, 90 % und 100 %igem EtOH) und Xylolbehandlung (3 x 
3 min) mittels Pertex® Eindeckmedium luftdicht eingedeckt werden. Als Abschluss 
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folgte eine mikroskopische Auswertung der Schnitte mit photografischer Dokumen-
tation der Ergebnisse und anschließender morphometrischer Analyse mittels der 
Cell P Software von Olympus. 
 
 Immunhistochemische Färbung von α-SMA 
 
Für die Untersuchung der Transdifferenzierung der HSCs zu Myofibroblasten im 
Rahmen einer Fibrosierung des Lebergewebes wurde eine immunhistochemische 
α-SMA-Färbung der Leberlappen durchgeführt. Für diese Detektion wurde die 
indirekte Avidin-Biotin-Peroxidase Färbemethode verwendet. Nachdem die Schnitte 
in Lewatitwasser gelagert wurden, erfolgte die Inhibierung endogener Peroxidasen 
für 10 min bei RT mit 3 %igem Wasserstoffperoxid (= H2O2; verdünnt in Methanol). Im 
Anschluss daran wurden unspezifische Bindungen für 1 h bei RT mit Blockpuffer 
geblockt, die Schnitte 2 x 5 min bei RT mit Waschpuffer gewaschen und mit dem 
primären Antikörper gegen α-SMA (Klon 1A1, 1:400 verdünnt in PBS + 1 % BSA) für 
1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dieser Inkubation und einem 
erneuten Waschschritt erfolgte die Detektion des gebundenen primären Antikörpers 
mit Hilfe des Avidin-Biotin-Peroxidase ABC Kits nach Herstellerangaben. Für die 
Visualisierung der an den sekundären Antikörper gebundenen Peroxidase wurde das 
Chromogen 3,3'-Diaminobenzidin (= DAB; Falini und Tayer, 1983) nach Herstelleran-
gaben verwendet. Dies resultierte in eine braune Färbung der Bindungsstellen. Nach 
einem weiteren Waschschritt erfolgte die Gegenfärbung mit der Mayer's Hämalaun 
Gebrauchslösung für 1 min bei RT. Unter fließendem Leitungswasser (5 min bei RT) 
wurde die überschüssige Färbelösung abgewaschen. Abschließend wurden die ge-
färbten Leberschnitte nach einer aufsteigenden EtOH-Reihe (je 1 min bei RT Lewatit-
wasser, 70 %, 80 %, 90 % und 100 %igem EtOH) und Xylolbehandlung (3 x 3 min) 
mittels Pertex® Eindeckmedium luftdicht eingedeckt. Als Abschluss folgte eine mikro-
skopische Auswertung der Schnitte mit photografischer Dokumentation der Ergeb-
nisse und anschließender morphometrischer Analyse mittels der Cell P Software von 
Olympus.  
 
2.2.3.5. Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes im Lebergewebe 
 
Durch Säurehydrolyse ist es möglich den Hydroxyprolingehalt (= HP-Gehalt) von 
organischen Gewebeproben zu bestimmen und somit die Gesamtkollagenkonzen-
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tration zu berechnen. Der HP-Gehalt wurde nach einem Verfahren von Woessner 
(1961) in einer modifizierten Art nach Stegemann und Stadler (1967) ermittelt. Für 
diese Bestimmung wurde der geschwänzte Leberlappen (= Lobus hepatis caudatus) 
verwendet und zunächst in gleichmäßige Stücke von ca. 5 mm Dicke geschnitten. 
Für die Bestimmung des HPs wurde nur ein Teil der Leber (ca. 50 mg bis 100 mg) 
eingewogen (= Feuchtgewicht) und 24 h bei 70 °C in einem Trockenschrank ge-
trocknet. Am nächsten Tag erfolgte die Bestimmung des Trockengewichtes. Im An-
schluss daran wurden die Leberproben in 6 ml halbkonzentrierter Salzsäure (6 M 
HCl) für ca. 17 h bei 110 °C gekocht. In diesem Schritt werden die Peptidbindungen 
hydrolytisch gespalten. Nach Abschluss der Hydrolyse wurde die überschüssige HCl 
durch Eröffnung des Kochgefäßes weitere 8 h bei 110 °C abgedampft. In einem 
nächsten Schritt erfolgte die Resuspension der eingedampften Leberproben in 5 ml 
Aqua dest. für ca. 30 min bei RT mit Hilfe eines Rollmischers. Nach einem Filtrations- 
und Zentrifugationsschritt (20 min, 5000 rpm bei RT) zur Entfernung von möglichen 
Schwebstoffen, konnte der HP-Gehalt bestimmt werden. 200 µl der Probenlösung 
wurden mit 200 µl EtOH vermischt. Gleiches wurde mit 200 µl des HP-Standards in 
den Konzentrationen 1, 2, 5, 10, 15 und 20 µg/ml (gelöst und verdünnt in Aqua dest.) 
für die Erstellung einer Eichkurve durchgeführt. Im Anschluss wurden zu den Proben 
bzw. dem Standard 200 µl Oxidationslösung pipettiert, um nach einer Inkubationszeit 
von 25 min bei RT mit 400 µl Ehrlich's Reagenz Lösung vermischt zu werden. Es 
folgte eine dreistündige Inkubationszeit bei 35 °C im Trockenschrank. Im Anschluss 
konnte die optische Dichte der jeweiligen Proben an einem Photometer bei einer 
Wellenlänge von 563 nm bestimmt werden. Als Leerwert diente Wasser. Die aus der 
Eichkurve bestimmten Werte wurden für die Berechnung der Gesamtkonzentration 
an Kollagen in der Probe verwendet, auf das Lebertrockengewicht bezogen und in 
mg/g Lebergewicht angegeben. 
 
2.2.3.6. RNA-Isolierung aus Lebergewebe mit anschließender Genexpressions-
analyse 
 
Die Isolierung der Gesamt-RNA aus dem linken Leberlappen (= Lobus hepatis 
sinister) erfolgte für die nachfolgenden Genexpressionsanalysen anhand der 
TRIzol®-DNA/RNA-Extraktionsmethode (Chomczynski und Sacchi, 1987). Ein Teil 
des Leberlappens wurde zunächst mechanisch in einem Porzellanmörser mit flüssig-
em Stickstoff zerkleinert und in vorgekühlte Schredder-Röhrchen mit 900 µl TRIzol® 
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Reagenz gegeben. Diese Röhrchen mussten in einer FastPrep®-Anlage einge-
spannt, in Schwingung und Rotation (25 s mit einer Frequenz von 4,5 Hz) gebracht 
werden, so dass das Gewebe weiter aufgeschlossen werden konnte. Anschließend 
wurden die Proben mit 150 µl Chloroform versetzt, gevortext und 20 min bei 4 °C und 
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert (= 14000 g). Das Homogenat trennte sich 
bei diesem Zentrifugationsschritt in eine wässrige, RNA-haltige und in eine orga-
nische Phase auf. Die obige, wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
pipettiert und mit 300 µl Isopropanol versetzt. Durch die Zugabe von Isopropanol zu 
dem klaren Überstand wurde die RNA nach 10 min Inkubation auf Eis und 15 min 
Zentrifugation bei 4 °C und 16000 g gefällt. Das entstandene RNA-Pellet musste 
zweimal mit 700 µl EtOH (70 %ig) gewaschen werden. Daraufhin wurde der EtOH-
Anteil quantitativ entfernt und das Pellet für ca. 5 min bei RT getrocknet. Je nach 
Größe des RNA-Pellets erfolgte dessen Resuspension in 100 µl bis 150 µl DNAse/ 
RNAse freiem Wasser, um dann mittels Spektrophotometer quantifiziert zu werden. 
Die extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.  
Die weitere Vorgehensweise für die cDNA-Synthese, die RT-PCR und die Bestim-





Die statistischen Berechnungen und Auswertungen, sowie die Darstellung der 
Graphen erfolgte mittels GraphPad Prism 5.03 Software. Je nach Anzahl der zu 
vergleichenden Gruppen wurden die Unterschiede durch eine einfaktorielle (one-
way) oder durch eine multifaktorielle (two-way) Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt von 
einer Newman-Keuls bzw. Bonferroni post-hoc Analyse zum multiplen Vergleich 
bestimmt. Als Schwelle für die Signifikanz wurde ein Signifikanzniveau (p-Wert) von 
< 0,05 angesetzt und im Folgenden mit „*“ gekennzeichnet. Weitere Signifikanz-
niveaus von < 0,01 wurden mit „**“ und von < 0,001 mit „***“ kenntlich gemacht.  
Statistische Ausreißer wurden mittels Nalimov-Test ermittelt und von der weiteren 
Auswertung ausgeschlossen.  
Alle Daten sind unabhängig von der Anzahl der Versuche und der Versuchstiere als 





3.1. Untersuchung der in vitro Wirkung des sGC Stimulators  
BAY 41-2272 
 
3.1.1. Wirkung des Zytokins TGFß auf HSCs  
 
Da HSCs in der Entstehung einer leberfibrotischen Erkrankung eine zentrale Funk-
tion übernehmen, wurde für die in vitro Untersuchungen zunächst die Stimulation 
dieser Zellen und ihre anschließende Aktivierung und Transdifferenzierung zu Myo-
fibroblasten etabliert. Es ist bekannt, dass verschiedene Stimuli, wie z.B. PDGF, EGF 
und vor allem TGFß, die HSCs aktivieren und die Transdifferenzierung induzieren 
(Friedman, 2008b). Zu Beginn der in vitro Versuche wurde daher eine Konzentra-
tionswirkungskurve des Stimulus TGFß mit Bezug zur zeitlichen Induktion sowohl für 
rHSCs als auch für hHSCs durchgeführt. Die Ziele waren hierbei, die optimale 
Stimuluskonzentration sowie den besten Zeitpunkt für eine maximale Aktivierung der 
HSCs festlegen zu können. Als fibrotische Marker für die in vitro Experimente wurden 
einerseits das Kollagen Typ I (= Col1α1) als Vertreter der fibrillären Kollagene 
(Uemura et al., 2005; Hrčkova et al., 2010), das latent transforming growth factor 
beta binding protein 2 (= LTBP 2) als ECM remodelling Marker (Morén et al., 1994; 
Hyytiäinen et al., 1998; Hyytiäinen und Keski-Oja, 2003) und andererseits die mRNA 
Genexpression von α-SMA als Transdifferenzierungsmarker zu Myofibroblasten 
(Lindert et al., 2005; De Minicis et al., 2007) herangezogen.  
In den Abbildungen 15.1. und 15.2. sind die Ergebnisse der mRNA Genexpressionen 
für die TGFß-Konzentrationen 0, 1, 5 und 10 ng/ml und für die jeweiligen Inkuba-
tionszeiträume von 2, 6, 24, 48 und 96 h mit Bezug auf den 0 h Wert (= 100 %) dar-
gestellt. Für beide HSCs Spezies wurde zunächst ein deutlicher Anstieg der mRNA 
Genexpressionen aller untersuchten profibrotischen Marker über die Zeit ohne die 
Zugabe des Stimulus TGFß festgestellt (= 0 ng/ml TGFß). Durch die Zugabe ver-
schiedener TGFß-Konzentrationen konnte ab einem Zeitraum von 24 h ein Anstieg in 
den prozentualen mRNA Genexpressionen der drei untersuchten Gene detektiert 
werden. Dies entsprach mit Bezug auf den 0 h Wert (= 100 %) im Durchschnitt einem 
Anstieg auf ca. 200 % sowohl für hHSCs als auch für rHSCs. Der 96 h Wert zeigte 
z.T. eine hohe Grundaktivierung der Zellen (= 0 ng/ml TGFß), so dass durch die 
Zugabe des Stimulus TGFß keine Erhöhung der verschiedenen Genexpressionen 
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hervorgerufen werden konnte (Bsp. Abb. 15.1.; (d) α-SMA hHSCs). Die HSCs beider 
Spezies zeigten nach 48 h den deutlichsten TGFß induzierten Anstieg der mRNA 
Genexpressionen mit Bezug zu dem 0 h Wert der verschiedenen Marker. Ein Kon-
zentrationswirkungsbezug ließ sich jedoch nicht eindeutig aufzeigen. 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde für die folgenden in vitro Versuche eine TGFß-
Konzentration von 1 ng/ml mit einer Inkubationszeit von 48 h festgelegt und als Stan-
dardbedingung verwendet. Wie in der Literatur beschrieben, kommt es bei HSCs in 
der Zellkultur zu einer Selbstaktivierung (Xu et al., 2005; De Minicis et al., 2007), die 
die Zellen gegen extern zugeführtes TGFß unempfindlich machen kann. Für die Aus-
wertung wurden daher nur Experimente herangezogen, in denen die Zellen eine 
deutliche Stimulierbarkeit durch TGFß zeigten. Als erweiterte Kontrolle bezüglich des 
Aktivierungszustandes der Zellen vor Versuchsbeginn diente der 0 h Wert, der in den 

































































































































































































Abb. 15.1.: Wirkung von TGFß auf HSCs in Abhängigkeit von der Konzentration und der Zeit  
Prozentuale mRNA Genexpressionen der profibrotischen Marker Col1α1 ((a) + (c)) und α-SMA 
((b) + (d)) 
 
((a) + (b) Ratte n= 5 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (c) + (d) Human n= 17 Versuche (Duplikate) á 2 Spender; MW ± SEM  
Signifikanz vs. 0h Wert (= 100 %); two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 und 
*** p < 0,001)  







3.1.2. Einfluss von verschiedenen Komponenten des NO-cGMP Signalweges
 auf die Entstehung einer Leberfibrose 
 
3.1.2.1. Stickstoffmonoxid und dessen Wirkung auf TGFß stimulierte HSCs 
 
Es ist bekannt, dass eine Organfibrose mit einem Mangel an NO und einer verringer-
ten Aktivität der NO-cGMP Signaltransduktion einhergeht (Wiest und Groszmann, 
2002). Ein NO-Mangelzustand konnte auch in fibrotischem Lebergewebe nachge-
wiesen werden, so dass eine NO-Substitution als ein möglicher therapeutischer An-
satz für leberfibrotische Patienten in Betracht gezogen wurde (Bellis et al., 2003; 
Fiorucci et al., 2004).  
Um die Bedeutung des NO-cGMP Signalweges und um ein mögliches therapeu-
tisches Potential des sGC Stimulators BAY 41-2272 in der Leberfibrose abschätzen 
zu können, wurde zunächst die in vitro Wirkung von DETA NONOate, einem NO-
Donor, auf TGFß stimulierte HSCs untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 
dargestellt. Die mRNA Ausgangsexpressionen der profibrotischen Markergene (= un-
stimuliert) lagen zwischen 40 % (α-SMA und LTBP 2) bzw. 60 % (Col1α1) bei rHSCs. 
Bei hHSCs betrugen die Expressionen der unstimulierten Kontrollen bei allen unter-
suchten Markergenen ca. 40 %. Die Zugabe von 1 ng/ml TGFß erzielte je nach Gen 
eine Expressionsanstieg um das ca. 1,6-fache bis maximal das 2,7-fache. 
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Abb. 15.2.: Wirkung von TGFß auf HSCs in Abhängigkeit von der Konzentration und der Zeit  
Prozentuale mRNA Genexpression von LTBP 2  
 
((a) Ratte n= 5 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (b) Human n= 17 Versuche (Duplikate) á 2 Spender; MW ± SEM  
Signifikanz vs. 0h Wert (= 100 %); two-way ANOVA mit Bonferroni post-hoc Analyse; * p < 0,05 und *** p < 0,001) 





































































































































































































Abb. 16: Wirkung des NO-Donors DETA NONOate auf aktivierte HSCs nach 48 h 
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (d) – (f) Human n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 und 
*** p < 0,001) 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DETA NONOate= NO-Donor; DMSO= Dimethylsulf-








Durch die Zugabe von 100 µM DETA NONOate konnten die prozentualen mRNA 
Genexpressionen von Col1α1, α-SMA und LTBP 2 in Bezug auf die DMSO Kontrolle 
(= 100 %) gesenkt werden. Dies war unabhängig von der jeweiligen HSCs Spezies.  
Für die Col1α1 Genexpression zeigte sich eine signifikante Senkung gegenüber der 
DMSO Kontrolle um 26,8 % bei hHSCs und um 19,5 % bei rHSCs, was mit Bezug zu 
dem TGFß induzierten Messfenster (= Differenz zwischen unstimuliert und DMSO 
Kontrolle) in etwa einer 50 %igen Senkung entsprach. Für den Transdifferenzie-
rungsmarker α-SMA konnte ebenfalls durch die indirekte Zugabe von NO mittels 
DETA NONOate eine signifikante Genexpressionssenkung um 28,3 % (hHSCs) bzw. 
um 17,9 % (rHSCs) vs. DMSO Kontrolle (= 100 %) detektiert werden. Durch die Zu-
gabe des NO-Donors wurde im Bereich des TGFß induzierten Messfensters eine 
28 %ige (rHSCs) bzw. 45 %ige (hHSCs) Senkung für die α-SMA Genexpression 
erreicht. Die mRNA Expression des LTBP 2 Gens konnte um 30,4 % in hHSCs und 
um 22,5 % in rHSCs signifikant durch die Zugabe von DETA NONOate mit Bezug zur 
DMSO Kontrolle gesenkt werden. Dies entsprach einer 39 %igen (rHSCs) bzw. 
52 %igen (hHSCs) Senkung des TGFß induzierten Messfensters.  
Zusammenfassend ließ sich aufzeigen, dass durch die Zugabe des NO-Donors 
DETA NONOate eine signifikante Senkung der profibrotischen Markergenexpres-
sionen sowohl in rHSCs als auch in hHSCs erzielt werden konnte. 
 
3.1.2.2. In vitro Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf aktivierte HSCs 
 
Um die Beteiligung des NO-cGMP Signalweges an der Fibrosierung der Leber zu 
untersuchen, wurde nach der Zugabe von DETA NONOate die Wirkung von 8-
Bromo-cGMP, einem stabilen Analogon des second messengers cGMP, auf TGFß 
stimulierte HSCs untersucht und in Abbildung 17 dargestellt. In der Vergangenheit 
wurden in der Literatur uneinheitliche Konzentrationen von 8-Bromo-cGMP für Zell-
kulturversuche verwendet (Chu und Prassad, 1999; Horio et al., 2003; Majumder 
et al., 2007), so dass die jeweilige Wirkung der 8-Bromo-cGMP-Konzentrationen 3, 
30, 300 und 600 µM auf TGFß stimulierte HSCs nach 48 h untersucht wurde. Die 
mRNA Expressionen der unstimulierten Zellen betrugen je nach Gen und Spezies 
zwischen 30 % und 60 %. Die durch den Stimulus TGFß induzierten Genexpres-














































































































































































































Abb. 17: Wirkung von verschiedenen 8-Bomo-cGMP-Konzentrationen auf HSCs nach 48 h 
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (d) – (f) Human n= 5 Versuche (Duplikate) á 2 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 und 
*** p < 0,001) 
8-Bromo-cGMP= stabiles cGMP Analogon; α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DMSO= 







Durch die Zugabe verschiedener 8-Bromo-cGMP-Konzentrationen wurde bei allen 
untersuchten profibrotischen Markern die mRNA Genexpression konzentrationsab-
hängig gesenkt. In hHSCs konnte ab einer Konzentration von 300 µM die Col1α1 
Expression signifikant um bis zu 47 % gesenkt werden (vs. DMSO Kontrolle = 
100 %). Dies entsprach in etwa dem Col1α1 Genexpressionsausgangswert der unsti-
mulierten hHSCs. Für die rHSCs erfolgte eine signifikante, maximale Senkung der 
Genexpression um 28,4 %, was eine ca. 68 %ige Senkung des TGFß induzierten 
Messfensters bedeutete. Während bei rHSCs eine signifikante Senkung der α-SMA 
Genexpression um 20 % ab einer Konzentration von 30 µM 8-Bromo-cGMP auftrat, 
zeigte sich im Gegensatz dazu bei hHSCs bereits in der niedrigsten 8-Bromo-cGMP-
Konzentration (= 3 µM) eine signifikante Genexpressionssenkung um ca. 43 % (vs. 
DMSO Kontrolle = 100 %). Durch die Zugabe von 600 µM 8-Bromo-cGMP konnte die 
α-SMA Genexpression in hHSCs in etwa auf den Genexpressionsmittelwert der 
unstimulierten Kontrolle herabgesenkt werden. In rHSCs wurde die α-SMA Genex-
pression innerhalb des TGFß induzierten Messfensters um 50 % reduziert. Ein ähn-
liches Genexpressionsprofil wies das LTBP 2 Gen auf. In hHSCs zeigte sich eine sig-
nifikante Genexpressionssenkung des ECM Markers um 64,7% (vs. DMSO Kontrolle 
= 100 %), was in etwa dem Ausgangsexpressionswert der unstimulierten Zellen ent-
sprach. Bei rHSCs erfolgte eine signifikante Senkung der mRNA Genexpression ab 
einer Konzentration von 300 µM 8-Bromo-cGMP um 43 % innerhalb des TGFß indu-
zierten Messfensters. Zudem konnte bei rHSCs kein Genexpressionsunterschied der 
Markergene zwischen der Zugabe von 300 µM oder 600 µM 8-Bromo-cGMP erzielt 
werden. Die maximale Expressionssenkung wurde bei allen profibrotischen Genen 
bei 300 µM 8-Bromo-cGMP detektiert.  
Zusammenfassend konnte dargestellt werden, dass durch die Zugabe von 8-Bromo-
cGMP konzentrationsabhängig und z.T. signifikant die Genexpression der profibro-
tischen Markergene in beiden HSCs Spezies gesenkt wurde. 
 
3.1.3. Die Wirkung des sGC Stimulators auf aktivierte HSCs 
 
Nachdem in den vorherigen in vitro Versuchen die Beteiligung des NO-cGMP Signal-
weges durch die Zugabe von DETA NONOate und 8-Bromo-cGMP an der Leber-
fibrosierung gezeigt werden konnte, wurde in den folgenden Experimenten die Wirk-
ung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf TGFß stimulierte HSCs untersucht. Die 
pharmakologische Wirkung von sGC Stimulatoren ist die weitgehend NO-unab-
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hängig Erhöhung der intrazelluläre cGMP-Konzentration durch eine direkte Stimu-
lation der sGC (Evgenov et al., 2006; Stasch und Hobbs, 2009).  
In Abbildung 18 ist eine Konzentrationswirkungskurve von BAY 41-2272 (0,01, 0,1, 1 
und 10 µM) nach einer Inkubationszeit von 48 h und die Wirkung auf die mRNA Gen-
expressionen der verschiedenen profibrotischen Marker dargestellt. Die Genexpres-
sionen der unstimulierten HSCs beider Spezies lagen je nach Marker zwischen 30 % 
und 60 %. Die Stimulation mit 1 ng/ml TGFß konnte eine Genexpressionssteigerung 
um das 1,5-fache bzw. das zwei- bis dreifache induzieren. Durch die Zugabe von 
BAY 41-2272 wurde in beiden HSCs Spezies eine konzentrationsabhängige Sen-
kung der prozentualen mRNA Genexpressionen nach 48 h detektiert. Für die Col1α1 
Genexpression bedeutete dies bei einer Konzentration von 10 µM eine signifikante 
Senkung der Genexpression um 39 % in hHSCs, was dem Ausgangsexpressions-
wert der Zellen ohne TGFß Stimulation entsprach. Die Col1α1 Genexpression in 
rHSCs konnte durch die Zugabe von 10 µM des sGC Stimulators innerhalb des 
TGFß induzierten Messfensters um 67 % gesenkt werden. Die Genexpression des 
Transdifferenzierungsmarkers α-SMA von TGFß stimulierten HSCs wurde ebenfalls 
durch die Zugabe von BAY 41-2272 signifikant und konzentrationsabhängig gesenkt. 
Während sich bei den hHSCs eine signifikante Genexpressionssenkung ab einer 
Konzentration von 0,01 µM zeigte, konnte dies bei rHSCs erst ab 10 µM erreicht 
werden. Innerhalb des jeweiligen TGFß induzierten Messfensters wurde durch die 
Zugabe von 10 µM des sGC Stimulators eine maximale Senkung der α-SMA Genex-
pression um 71 % in hHSCs und 79 % in rHSCs detektiert. Vergleichbare Ergebnisse 
erzielte diese Konzentration bei der Expression des LTBP 2 Gens. Hier senkte sich 
die prozentuale mRNA Genexpression innerhalb des TGFß induzierten Messfensters 
signifikant um 59 % (rHSCs) bzw. 73 % (hHSCs).  
Zusammenfassend wurde eine maximale Senkung der mRNA Genexpressionen der 
profibrotischen Marker bei einer Konzentration von 10 µM BAY 41-2272 in beiden 
HSCs Spezies detektiert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine sGC Stimulator-


































































































































































































Abb. 18: Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf TGFß stimulierte HSCs nach 48 h  
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 7 Versuche (Duplikate) á 2 LOT; (d) – (f) Human n= 13 Versuche (Duplikate) á 2 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 
und *** p < 0,001) 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; BAY 41-2272= sGC Stimulator; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DMSO= Dimethyl-








3.1.4. Überprüfung der Wirkung des sGC Stimulators durch Inhibition der sGC 
mittels ODQ 
 
Um die Spezifität der in Abschnitt 3.1.3. beschriebenen Effekte des sGC Stimulators 
BAY 41-2272 auf die Genexpressionen von TGFß stimulierten HSCs abzusichern, 
wurde die sGC durch den Inhibitor ODQ gehemmt. ODQ inhibiert die Wirkung von 
sGC Stimulatoren durch die Oxidation der Hämgruppe der sGC, so dass keine 
cGMP-Bildung erfolgt (Moro et al., 1996; Hussain et al., 1997).  
In Abbildung 19 sind die prozentualen mRNA Genexpressionen der profibrotischen 
Marker nach Zugabe von 10 µM BAY 41-2272 ± 10 µM ODQ als MW ± SEM darge-
stellt. Im Vergleich zu den bisherigen in vitro Experimenten waren die verschiedenen 
Genexpressionen der unstimulierten HSCs etwas geringer und lagen zwischen 30 % 
und 40 % je nach Gen und HSCs Spezies. Somit betrug das TGFß induzierte Mess-
fenster zwischen 60 % und 70 %. Durch die Zugabe von 10 µM BAY 41-2272 konnte 
in beiden HSCs Spezies eine, die vorherigen Ergebnisse bestätigende, signifikante 
Genexpressionssenkung aller profibrotischen Marker erzielt werden (s.a. Abschnitt 
3.1.3.). Im Einzelnen bedeutete dies eine signifikante Senkung der Col1α1 Genex-
pression von ca. 65 % innerhalb des TGFß induzierten Messfensters in beiden HSCs 
Spezies. Die mRNA Expression von α-SMA konnte um 61 % (hHSCs) und 53,4 % 
(rHSCs) gesenkt werden (vs. DMSO Kontrolle = 100 %), was einer ca. 80 %ige Sen-
kung des TGFß induzierten Messfensters entsprach. Ebenso konnte eine signifi-
kante Genexpressionssenkung für den ECM remodelling Marker LTBP 2 gemessen 
werden (Expressionswert: hHSCs = 86 % und rHSCs = 60 % innerhalb des TGFß in-
duzierten Messfensters). Durch die Kombination von BAY 41-2272 und ODQ konnte 
die genexpressionssenkende Wirkung des sGC Stimulators vollständig in beiden 
HSCs Spezies inhibiert werden. Durchschnittlich erhöhten sich die Expressionen der 
einzelne Gene durch die kombinierte Zugabe leicht über das DMSO Kontrollniveau 
hinaus. Als zusätzliche Kontrolle wurde in diesen in vitro Versuchen die alleinige Wir-
kung von 10 µM ODQ auf die mRNA Genexpressionen von TGFß stimulierten HSCs 
gemessen. Hier zeigte sich für alle repräsentativen profibrotischen Gene keine ex-
pressionssenkende Wirkung des sGC Inhibitors; tendenziell stiegen die mRNA Gen-
expressionen im Bezug zur DMSO Kontrolle leicht an. 
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der genexpressionssenkende Effekt 
des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf die profibrotischen Marker durch die kombi-
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Abb. 19: Wirkung von BAY 41-2272 ± ODQ auf TGFß stimulierte HSCs nach 48 h 
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (d) – (f) Human n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM  
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; *** p < 0,001) 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; BAY 41-2272= sGC Stimulator; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DMSO= Di- 







3.1.5. Wirkung des sGC Stimulators im Vergleich zu einem spezifischen PDE 5 
Inhibitor 
 
Eine Stimulation der sGC durch BAY 41-2272 führt zu einer erhöhten Umsetzung 
von GTP zu cGMP (Boerrigter und Burnett, 2007). Dieser Anstieg der intrazellulären 
cGMP-Konzentration erhöht u.a. die Aktivität von PDEs, besonders der PDE 5, die 
spezifisch cGMP abbaut (Lugnier, 2006; Francis et al., 2010 und 2011). Da in der 
Pathogenese der Leberfibrose zusätzlich zu einem NO-cGMP-Mangelzustand auch 
eine erhöhte PDE 5 Aktivität nachgewiesen wurde (Loureiro-Silva et al., 2006), 
könnte der daraus resultierende, gesteigerte cGMP-Abbau zu einer Einschränkung 
der Wirksamkeit des sGC Stimulators führen. Um die Bedeutung sowohl der konsti-
tutiven PDE 5 Wirkung, wie auch der natürlich vorkommenden positiven Rückkopp-
lung zu untersuchen, wurde die Wirkung des spezifischen PDE 5 Inhibitors Varde-
nafil alleine und in Kombination mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 untersucht. 
 
In Abbildung 20 sind die prozentualen mRNA Expressionen der verschiedenen pro-
fibrotischen Gene mit Bezug zur DMSO Kontrolle (= 100 %) als MW ± SEM dar-
gestellt. Die Ausgangsexpressionen der untersuchten Gene lagen in den rHSCs bei 
ca. 30 % und in den hHSCs bei ca. 40 %. Durch die Stimulation der Zellen mit 
1 ng/ml TGFß konnte eine Genexpressionssteigerung erzielt werden, die je nach 
Gen und HSCs Spezies zwischen einem Faktor von 2,1 und maximal 3,1 schwankte. 
Daraus ergab sich ein TGFß induziertes Messfenster von ca. 60 % in hHSCs und 
ca. 65 % in rHSCs. Auch in diesen in vitro Versuchen konnte erneut aufgezeigt 
werden, dass BAY 41-2272 die Expressionen der profibrotischen Markergene signi-
fikant innerhalb des TGFß induzierten Messfensters um durchschnittlich 70 % 
senkte. Dies bestätigte die vorherigen Befunde (s.a. Abschnitte 3.1.3. und 3.1.4.). 
Nach der kombinierten Zugabe von BAY 41-2272 und Vardenafil zeigte sich in der 
Col1α1 Genexpression ein z.T. leicht additiver, expressionssenkender Effekt in 
beiden HSCs Spezies. Die alleinige Zugabe des PDE 5 Inhibitors führte bei hHSCs 
zu einer tendenziellen Senkung der mittleren prozentualen Genexpression (ca. 10 % 
vs. DMSO Kontrolle = 100 %), während bei rHSCs eine leichte, tendenzielle Genex-
pressionssteigerung ersichtlich war. Ähnliches wurde für die Genexpression des 
Transdifferenzierungsmarkers α-SMA detektiert. Die Kombination von BAY 41-2272 
und Vardenafil zeigte in beiden HSCs Spezies eine signifikante, leicht additive Sen-
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Abb. 20: Wirkung des PDE 5 Inhibitors Vardenafil ± BAY 41-2272 auf aktivierte HSCs nach 48 h 
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 3-6 Versuche (Duplikate) á 1 LOT; (d) – (f) Human n= 3-6 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, und *** p < 0,001) 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; BAY 41-2272= sGC Stimulator; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DMSO= Dimethyl-






Dies entsprach einer in etwa 74 %igen Genexpressionssenkung innerhalb des TGFß 
induzierten Messfensters. Eine alleinige Zugabe des PDE 5 Inhibitors senkte die α-
SMA Genexpression in hHSCs und rHSCs nur geringfügig (rHSCs: 8 %; hHSCs: 
13 % vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Die mRNA Genexpression von LTBP 2 zeigte 
vergleichbare Ergebnisse. Durch die Kombination von sGC Stimulator und Vardenafil 
wurden z.T. leicht additive, genexpressionssenkende Effekte erzielt, die jedoch bei 
der alleinigen Zugabe des PDE 5 Inhibitors nur zu einer leichten Senkung der 
mittleren prozentualen LTBP 2 Genexpression führten (rHSCs: 2 %; hHSCs: 10 % 
vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Die alleinige Zugabe von BAY 41-2272 oder in der 
Kombination mit Vardenafil senkte im Durchschnitt die Genexpression innerhalb des 
TGFß induzierten Messfensters um ca. 70 % in beiden HSCs Spezies. 
Zusammenfassend zeigte sich zum einen, dass die alleinige Zugabe von Vardenafil 
einen geringeren, expressionssenkenden Effekt als BAY 41-2272 aufwies. Zum 
anderen konnte hauptsächlich in TGFß stimulierten hHSCs eine leicht additive, gen-
expressionssenkende Wirkung in der kombinierten Zugabe von Vardenafil und BAY 
41-2272 erzielt werden.  
 
3.1.6. Der in vitro Wirkmechanismus des sGC Stimulators und die Beteiligung 
der Proteinkinase G 
 
Ein wichtiges intrazelluläres Zielmolekül in der Signaltransduktion sind die cGMP-
regulierten Proteinkinasen. Es gibt bereits erste Hinweise, dass cGMP über die Akti-
vierung der PKG eine Reduktion der Kollagenexpression/-bildung hervorrufen kann 
(Saura et al., 2005; Chen et al., 2010). Um eine möglicherweise PKG-vermittelte in 
vitro Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf TGFß stimulierte HSCs zu 
untersuchen, wurde der PKG Inhibitor KT 5823 verwendet (Abb. 21).  
Die Genexpressionen der unstimulierten Zellen schwankten je nach HSCs Spezies 
zwischen ca. 40 % und 60 %. Somit betrug das TGFß induzierte Messfenster je nach 
Markergen und HSCs Spezies 40 % bis maximal 60 %. Eine Zugabe von 10 µM des 
sGC Stimulators BAY 41-2272 senkte die Genexpressionen der profibrotischen Mar-
ker im Durchschnitt um ca. 30 % bis 40 % (vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Dies ent-
sprach einer ca. 80 %ige Senkung des TGFß induzierten Messfensters in beiden 
HSCs Spezies. Für die Col1α1 Genexpression in hHSCs konnte sowohl in der Kom-
bination mit KT 5823 als auch in der alleinigen Zugabe des PKG Inhibitors keine 
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Abb. 21: Wirkung von BAY 41-2272 ± KT 5823 auf TGFß stimulierte HSCs nach 48 h 
Prozentuale mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 4-6 Versuche (Duplikate) á 2 LOT; (d) – (f) Human n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 und 
*** p < 0,001) α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; BAY 41-2272= sGC Stimulator; Col1α1= fibrilläres Kollagen 1α1; DMSO= 






In rHSCs senkte die Kombination von BAY 41-2272 mit KT 5823 die Genexpression 
auf einen MW von 62,4 % (vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Die alleinige Zugabe von 
KT 5823 zeigte bei den rHSCs eine leichte, tendenzielle Senkung der Col1α1 Genex-
pression um 13 % (vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Hinsichtlich der Analyse der α-
SMA Genexpression konnte für beide HSCs Spezies in den Kombinationsversuchen 
eine signifikante Expressionssenkung detektiert werden (hHSCs: um 38 %; rHSCs: 
um 48 % vs. DMSO Kontrolle = 100 %). Eine alleinige Zugabe des PKG Inhibitors 
senkte geringfügig die Genexpression des Transdifferenzierungsmarkers in beiden 
HSCs Spezies. Wie auch in den vorherigen in vitro Versuchen gezeigt, war das 
Genexpressionsprofil von LTBP 2 vergleichbar mit dem der anderen profibrotischen 
Marker. Hier senkte sich in der Kombination BAY 41-2272 mit KT 5823 z.T. signi-
fikant die mRNA Genexpression um 15 % in hHSCs und um 26 % in rHSCs. Bei der 
alleinigen Zugabe des PKG Inhibitors stieg die LTBP 2 Genexpression an und nä-
herte sich dem DMSO Kontrollniveau (Genexpressionsmittelwert: hHSCs = 94,4 %; 
rHSCs = 96,1 %).  
Zusammenfassend wurde der genexpressionssenkende Effekt von BAY 41-2272 
durch den PKG Inhibitor KT 5823 nur z.T. in hHSCs und gar nicht in rHSCs aufge-
hoben. 
 
3.1.7. Bestimmung der cGMP-Konzentration von TGFß stimulierten HSCs 
 
Um die vorherigen in vitro Ergebnisse abzusichern und um die Spezifität des Effektes 
von BAY 41-2272 bezüglich einer Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration 
durch die Stimulation der sGC zu untersuchen, wurde der cGMP-Gehalt in HSCs 
bestimmt. Dazu wurde vor und nach der sGC Stimulation mit BAY 41-2272 die 
zelluläre cGMP-Konzentration in den TGFß stimulierten HSCs mittels ELISA ge-
messen und in Abbildung 22 mit Bezug auf die unstimulierte Kontrolle (= 100 %) 
dargestellt.  
Durch die TGFß Stimulation der Zellen senkte sich der prozentuale, zelluläre cGMP-
Gehalt um 60 % in hHSCs (Faktor: 3,7) und um 73 % in rHSCs (Faktor: 2,5) (vs. un-
stimulierter Kontrolle = 100 %). Durch die Zugabe des sGC Stimulators BAY 41-2272 
zeigte sich nach 48 h konzentrationsabhängig ein signifikanter Anstieg der cGMP-
Konzentration in beiden HSCs Spezies. Der cGMP-Gehalt lag in hHSCs bei einer 
Konzentration von 10 µM BAY 41-2272 20 % über der cGMP-Konzentration der un-
stimulierten Kontrolle (= 100 %). Dies bedeutete einen Anstieg des zellulären cGMP-
Ergebnisse 
65 
Gehaltes durch die Zugabe von BAY 41-2272 um 80 % (Faktor: 3). Bei rHSCs er-
zielte diese Konzentration des sGC Stimulators einen mittleren prozentualen Wert 
von ca. 73 % (vs. unstimulierter Kontrolle = 100 %), was einem cGMP-Anstieg von 
46 % vs. der DMSO Kontrolle entsprach.  
Diese Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe des sGC Stimulators BAY 41-2272 kon-



































































Abb. 22: Detektion des cGMP-Gehaltes in HSCs  nach 48 h 
 
((a) Ratte n= 3 Versuche (Duplikate) á 2 LOT; (b) Human n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM  
Signifikanz vs. unstimuliert (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse;  ** p < 0,01 und *** p < 0,001) 
BAY 41-2272= sGC Stimulator; DMSO= Dimethylsulfoxid; TGFß= transforming growth factor beta 
 
3.1.8. Regulation der Proteinexpression des Transdifferenzierungsmarkers  
α-SMA in TGFß stimulierten HSCs 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass der sGC Stimulator BAY 41-2272 die Genex-
pression des Transdifferenzierungsmarkers α-SMA in TGFß stimulierten HSCs signi-
fikant und konzentrationsabhängig senkte, sollte dieser Effekt auf Proteinebene 
untersucht werden. Die in Abbildung 23 dargestellten Western Blots der α-SMA 
Proteindetektion zeigten für beide HSCs Spezies eine deutliche Zunahme des α-
SMA Proteins nach 48 h TGFß Stimulation. Diese Zunahme von α-SMA auf Protein-
ebene konnte konzentrationsabhängig durch den sGC Stimulator BAY 41-2272 ge-
senkt werden. Als Kontrolle für diese Ergebnisse diente die konstitutive Proteinex-
pression von β-Aktin. In beiden HSCs Spezies wurde β-Aktin gleichmäßig auf 






3.2. Untersuchung der Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 
in zwei verschiedenen Leberfibrosetiermodellen 
 
Für die Untersuchung der in vivo Wirkung der Stimulation der sGC mittels BAY 41-
2272 in der Leberfibrose wurden zwei verschiedene, in der Leberfibroseforschung 
anerkannte Tiermodelle, das so genannte BDL Modell und das Schweineserum 
Modell, angewendet. Beide Tiermodelle unterscheiden sich hinsichtlich der Induktion 
der Erkrankung, haben jedoch die Endstrecke der Erkrankung, die Fibrosierung des 
Lebergewebes, gemeinsam.  
 
3.2.1. Auswirkung der Leberfibrogenese auf verschiedene Diagnostikpara-
meter 
 
3.2.1.1. Finale Tier- und Lebergewichte 
 
Zur Bestimmung des Allgemeinzustandes der Tiere und als erster Hinweis auf 
hepatische Veränderungen wurden die finalen Tier- und Lebergewichte bestimmt und 
in Tabelle 2 (S. 67) als Gruppenmittelwerte ± SEM dargestellt. Da im BDL Modell die 
Leberfibrose durch einen chirurgisch induzierten Gallensäurestau im Gewebe her-
vorgerufen wird, wurde eine Tiergruppe „scheinoperiert“ (= Shamtiere ohne Gallen-
gangsligation). Dies diente dazu mögliche OP-bedingte, physiologische Verände-
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Abb. 23: Einfluss des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf die Proteinexpression von α-SMA  
in HSCs nach 48 h  
(repräsentative Western Blot Darstellung von (a) rHSCs und (b) hHSCs) 
α-SMA= glattmuskuläres alpha-Aktin; β-Aktin= Ladungskontrolle; BAY 41-2272= sGC Stimulator; TGFß= transforming 
growth factor beta 
β-Aktin (Molekulargewicht: ~ 42kDa) 
α-SMA (Molekulargewicht: ~ 42kDa) 
α-SMA (Molekulargewicht: ~ 42kDa) 





nicht von unbehandelten bzw. nicht-operierten Tieren unterscheiden, wurden für das 
BDL Modell in den folgenden in vivo Abbildungen/ Tabellen ausschließlich die Ergeb-
nisse der Shamgruppe abgebildet/ angegeben und als Kontrollgruppe bezeichnet.  
 
Da im Rahmen einer Leberfibrose Fettstoffwechselstörungen auftreten können und 
Tiere bei einem schlechten Allgemeinzustand weniger Nahrung zu sich nehmen, 
wurde das finale Körpergewicht der Tiere bestimmt. Es zeigte sich, dass sowohl bei 
dem BDL Modell als auch bei dem Schweineserum induzierten Leberfibrosemodell 
keine signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Tiergruppen zu erkennen 
waren. Der durchschnittliche, finale MW der Tiergewichte lag zwischen 250 g (Kon-
trollgruppe BDL Modell) und maximal 268 g (1mg/kg bid BAY 41-2272 Behandlungs-
gruppe Schweineserum Modell).  
 
 
Für das BDL Modell war die Bestimmung des finalen Lebergewichtes als diagnos-
tischen Parameter besonders wichtig, da aufgrund des kontinuierlichen Gallensäure-
staus in dem Lebergewebe ein Gewichtsanstieg gegenüber den Kontrolltieren ent-
stehen sollte. Dieser Messparameter gewährleistet erfahrungsgemäß bei Gewichts-
zunahme eine einwandfreie Lokalisation der Ligaturfäden am Gallengang und somit 
den Rückstau von Gallensäuren über die gesamte Studiendauer von 23 Tagen. Beim 
BDL Modell lag das durchschnittliche finale Lebergewicht in der Kontrollgruppe bei 
7,9 g. In der Placebogruppe stieg das Lebergewicht im Gewebe auf das ca. 2,6-
fache an (= 20,6 g; Tabelle 2, S. 67). Durch die Behandlung mit dem sGC Stimulator 
war keine Reduktion der finalen Lebergewichte zu bestimmen, tendenziell stieg das 
Gewicht leicht an. Bei Tieren des Schweineserum Modells hingegen erhöhte sich das 
Lebergewicht signifikant von 7,9 g (Kontrollgruppe) auf 10,3 g (Placebogruppe). 
Tabelle 2: Darstellung der finalen Tier- und Lebergewichte  
 
BDL Modell Schweineserum Modell 







      
Kontrolle 




(n= 5 ) 272 ± 4,2     7,9 ± 0,2
**
 
      
Placebo 
(0,5 % Tylose; 
n= 25) 
257 ± 2,3 20,6 ± 0,4 
Placebo 
(0,5 % Tylose; 
n= 16) 
266 ± 6,9 10,3 ± 0,3 
      
0,3 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
(n= 14) 
266 ± 3,2 21,3 ± 0,5 
0,3 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
(n= 14) 
251 ± 3,3 9,6 ± 0,2 
      




261 ± 2,0 22,0 ± 0,3 
1 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
(n= 16) 
268 ± 4,1 10,9 ± 0,4 
 
(MW ± SEM Signifikanz vs. Placebogruppe; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; ** p < 0,01 und 




Unter der Behandlung mit der Substanz BAY 41-2272 konnte eine tendenzielle Sen-
kung auf 9,6 g in der 0,3 mg/kg bid behandelten Tiergruppe gemessen werden. Die 
Tiere der 1 mg/kg bid Behandlungsgruppe zeigten keine Veränderung des Leberge-
wichtes im Vergleich zur Placebogruppe. 
 
3.2.1.2.  Untersuchung von spezifischen Plasmaparametern in der Erkran- 
    kung Leberfibrose 
 
Eine Schädigung der Leber geht einher mit physiologischen Anomalitäten, wie z.B. 
einem Plasmakonzentrationsanstieg von leberspezifischen Enzymen und Bilirubin, 
dem Abbauprodukt des Hämoglobins. In der Tabelle 3 (S. 69) wurde anhand von ver-
schiedenen Plasmaparameter, die Schädigung der Leber in den beiden Leberfibro-
semodellen aufgezeigt.  
Ein Anstieg der Plasmakonzentration des Leberenzyms ALT erfolgt bei Störungen 
der Membranpermeabilität der Leberzellen. Es konnte ein signifikanter Anstieg des 
mittleren Plasma ALT-Wertes im BDL Modell von 49,8 U/L (Kontrollgruppe) auf 
66,0 U/L (Placebogruppe) und im Schweineserum Modell von 39,6 U/L (Kontroll-
gruppe) auf 53,9 U/L (Placebogruppe; Tabelle 3, S. 69) gemessen werden. Unter der 
Behandlung mit dem sGC Stimulator zeigte sich im BDL Modell bei einer Konzen-
tration von 0,3 mg/kg bid ein tendenziell leichter Anstieg des ALT-Mittelwertes auf 
71,8 U/L, während im Schweineserum Modell eine signifikante Senkung auf ca. 
50 U/L zu erkennen war (mit Bezug zur jeweiligen Placebogruppe). In den Behand-
lungsgruppen mit 1 mg/kg bid der Substanz BAY 41-2272 konnte für beide in vivo 
Modelle im Mittel eine z.T. signifikante Reduktion des ALT-Wertes gemessen werden 
(BDL Modell: 63,6 U/L; Schweineserum Modell: 51,4 U/L).  
 
Eine Erhöhung der ALP-Konzentration im Plasma erfolgt, sobald ein Gallensäurestau 
auftritt. Sowohl im BDL Modell als auch im Schweineserum Modell konnte ein ca. 
1,7-facher bzw. zweifacher signifikanter Anstieg des ALP-Mittelwertes in den Pla-
cebogruppen vs. den jeweiligen Kontrollgruppen bestimmt werden (Tabelle 3, S. 69). 
In den 0,3 mg/kg bid Behandlungsgruppen der Tiermodelle zeigte sich keine signi-
fikante Veränderung vs. den Placebogruppen. Unter der Behandlung mit 1 mg/kg bid 
des sGC Stimulators BAY 41-2272 konnte im Schweineserum Modell eine signifi-
kante Senkung von ca. 23 % (Placebogruppe = 100 %) auf einen MW von 187,7 U/L 
gemessen werden. Im BDL Modell ist der mittlere ALP-Wert der behandelten Tier-




Da die Leber der Hauptsyntheseort für alle zirkulierenden Proteine ist, stellt die Be-
stimmung von Albumin einen diagnostischen Parameter für die Syntheseleistung der 
Leber dar. Im BDL Modell konnte eine signifikante Senkung der mittleren Albumin-
konzentration im Plasma um das ca. 1,6-fache sowohl in der Placebogruppe als auch 
in den Behandlungsgruppen gemessen werden (Tabelle 3, S. 69). Die Albuminkon-
zentration betrug in der Kontrollgruppe 4,5 g/dl und senkte sich maximal auf 2,5 g/dl 
(1 mg/kg bid Behandlungsgruppe). In der Kontrollgruppe des Schweineserum Mo-
dells lag der Albuminmittelwert bei 1,2 g/dl, der in der Placebogruppe signifikant auf 
2,0 g/dl anstieg. In beiden Behandlungsgruppen veränderte sich diese Albuminkon-
zentration jedoch nicht.  
 
Die Funktionsleistung der Leber lässt sich zusätzlich durch die Messung des Bili-
rubingehaltes im Plasma manifestieren. Kommt es aufgrund von Leberfunktions-
störungen zu einem Missverhältnis zwischen Abbau und Bildung von Bilirubin, steigt 
die Konzentration im Plasma kontinuierlich an. Im BDL Modell erhöhte sich die mitt-
lere Bilirubinkonzentration im Plasma der Tiere um das 60-fache (Kontrollgruppe: 
0,2 mg/dl; Placebogruppe: 11,9 mg/dl; Tabelle 3, S. 69). Unter der Behandlung mit 











     
Kontrolle 
(n= 10) 49,8 ± 1,4
*
 202,2 ± 11,2*** 4,5 ± 0,0*** 0,2 ± 0,0*** 
     
Placebo 
(0,5 % Tylose; n= 25) 66,0 ± 3,9 457,1 ± 12,4 2,8 ± 0,0 11,9 ± 0,8 
 
    
0,3 mg/kg bid BAY 41-2272
(n= 14) 71,8 ± 4,9 440,6 ± 14,7 2,7 ± 0,1 9,7 ± 0,3 
     
1 mg/kg bid BAY 41-2272 
(n= 26) 63,6 ± 3,7 458,2 ± 13,0 2,5 ± 0,1 11,5 ± 0,7 
     
Schweineserum Modell 







     
Kontrolle 
(n= 5) 39,6 ± 2,4
**
 144,7 ± 13,3** 1,2 ± 0,1*** 0,3 ± 0,0 
     
Placebo 
(0,5 % Tylose; n= 16) 53,9 ± 1,9 244,5 ± 13,1 2,0 ± 0,1 0,3 ± 0,0 
     
0,3 mg/kg bid BAY 41-2272
(n= 14) 49,9 ± 1,9
*
 
240,6 ± 18,6 1,9 ± 0,1 0,3 ± 0,0 
     
1 mg/kg bid BAY 41-2272 
(n= 16) 51,4 ± 1,7
*
 187,7 ± 11,0* 2,1 ± 0,1 0,3 ± 0,0 
     
 
(MW ± SEM Signifikanz vs. Placebogruppe; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05,  




der Substanz BAY 41-2272 konnte eine leichte tendenzielle Senkung auf 9,7 mg/dl 
(0,3 mg/kg bid) bzw. auf eine konstante mittlere Bilirubinkonzentration von 11,5 mg/dl 
in der 1 mg/kg bid Behandlungsgruppe bestimmt werden. Im Schweineserum Modell 
waren keine signifikanten Veränderungen des Bilirubingehaltes zwischen den einzel-
nen Tiergruppen zu erkennen. Hier lag die mittlere Bilirubinkonzentration im Plasma 
bei 0,3 mg/dl.  
 
3.2.2. Histologische Veränderungen des Lebergewebes  
 
3.2.2.1. Darstellung der Fibrosierung des Lebergewebes (Kollagenfärbung)  
 
Eine Fibrosierung von Lebergewebe resultiert in spezifischen Veränderungen der 
physiologischen Struktur, wie z.B. in der Zunahme des fibrillären Kollagenanteils. Zur 
Darstellung dieses Prozesses und des daraus resultierenden Funktionsverlustes des 
Organs, eignet sich die Färbung der Kollagenfasern mittels der Sirius Rot Färbe-
methode (Abb. 24). 
 
Im BDL Modell (Abb. 24; (a) bis (d)) konnte histologisch die durch den Gallensäure-
stau verursachte Schädigung des Lebergewebes dargestellt werden. Diese geht mit 
einer deutlichen diffusen Hyperplasie der Gallengänge, einer Aktivierung von HSCs, 
Leberzellnekrosen und der daraus resultierenden Zunahme an Kollagenfasern im 
Lebergewebe einher. Während in der Kontrollgruppe lediglich die natürlich vorkom-
menden Kollagenfasern im Bereich des Gallengangs, der Lebervene und –arterie 
(= Periportalfeld; Abb. 24; (a)) durch den Farbstoff Sirius Rot leicht angefärbt wurden, 
konnte in der Placebogruppe (Abb. 24; (b)) deutlich die Zunahme an Kollagenfasern 
histologisch kenntlich gemacht werden. Der Kollagenanstieg im Lebergewebe zeigte 
sich in den Sirius Rot gefärbten Schnitten ausgehend von den Periportalfeldern bis 
weit ins Leberparenchym übergreifend (Abb. 24; (b)). Durch die Behandlung mit dem 
sGC Stimulator BAY 41-2272 (Abb. 24; (c) und (d)) konnte in den histologischen Prä-
paraten sowohl eine Reduktion der Kollagenfasern als auch eine Reduktion der 
Gallengangshyperplasien beobachtet werden. Im Schweineserum Modell zeigte sich 
eine mikroskopisch anders erscheinende Schädigung des Lebergewebes (Abb. 24; 
(e) bis (h)). In der Progression der Leberfibrose erfolgten eine weniger hepato-
zelluläre Schädigung und nur eine geringe fokale Gallengangshyperplasie. Auffällig 
ist jedoch die Ausbildung einer perilobulären Fibrose (Abb. 24; (f)). Durch die Be-
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handlung mit BAY 41-2272 in beiden Dosierungen konnten diese beschriebenen 
Schädigungen abgemildert werden (Abb. 24; (g) und (h)). 
 





0,3 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
  
1 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
  
Abb. 24: Repräsentative Darstellung von Sirius Rot gefärbten Leberschnitten  
(a) - (d) BDL Modell und (e) - (h) Schweineserum Modell 
 
 
((a) + (e) Kontrollgruppen; (b) + (f) Placebogruppen; (c) + (g) 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 Behandlungsgruppen; (d) + (h) 
















Zur Quantifizierung der Sirius Rot angefärbten Kollagenfasern wurde eine morpho-
metrische Analyse der Gewebeschnitte mittels der Cell P Software von Olympus 
durchgeführt und in der Abbildung 25 als MW ± SEM dargestellt. 
 
BDL Modell Schweineserum Modell 






















































Abb. 25: Morphometrische Analyse von Sirius Rot gefärbten Leberschnitten 
(a) BDL Modell und (b) Schweineserum Modell 
 
(n= 3 Fotos pro Schnitt/Tier; Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 0,3mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14 
und 1 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 16 ; MW ± SEM; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; Signifikanz vs. 
Placebogruppe; * p < 0,05 und *** p < 0,001) 
 
Im Vergleich zu den Placebogruppen zeigte sich in den Kontrollgruppen beider 
Leberfibrosetiermodelle eine signifikante Zunahme des prozentualen Flächenanteils 
an Sirius Rot angefärbten Kollagenfasern (BDL Modell: um 15,5 %; Schweineserum 
Modell: um 16,2 %). Durch die Behandlung der Tiere mit dem sGC Stimulator 
BAY 41-2272 konnte in dem BDL Modell eine signifikante Senkung des prozentu-
alen Flächenanteils um 23 % (0,3 mg/kg bid) und um 48 % (1 mg/kg bid) mit Bezug 
zur Placebogruppe (= 100%) erzielt werden (Abb. 25; (a)). Dies entsprach innerhalb 
des therapeutischen Messfensters (= Differenz zwischen Kontroll- und Placebo-
gruppe) einer Senkung des Sirius Rot gefärbten Flächenanteils von maximal 50 % 
(1 mg/kg bid Behandlungsgruppe). Im Schweineserum Modell konnte der prozentu-
ale Flächenanteil ebenfalls signifikant um 11 % in der 0,3 mg/kg bid behandelten 
Tiergruppe und um 25,5 % in der 1 mg/kg bid BAY 41-2272 Behandlungsgruppe ver-
ringert werden (Abb. 25; (b); vs. Placebogruppe = 100 %). Dies entsprach einer Sen-
kung des therapeutischen Messfensters um 11 % (0,3 mg/kg bid) bzw. um 27 % 




3.2.2.2. Darstellung der Transdifferenzierung von aktivierten HSCs zu Myofibro-
blasten (α-SMA Färbung) 
 
Während des Prozesses der Leberfibrosierung findet eine Aktivierung und Transdif-
ferenzierung von HSCs zu Myofibroblasten statt (Friedman, 2008a-c). Im Rahmen 
dieser Zellaktivierung nimmt die Expression des α-SMA Antigens kontinuierlich zu 
(Snowdon und Fallowfield, 2011) und dient somit als sensitiver Marker für den Grad 
der Gewebeschädigung im Organ. Durch die Anwendung einer immunhistoche-
mischen Färbung lässt sich diese Transdifferenzierung von HSCs zu Myofibroblasten 
visualisieren (Abb. 26) und anschließend morphometrisch quantifizieren (Abb. 27).  
 
Während in den histologischen Leberpräparaten der Kontrollgruppen der jeweiligen 
Tiermodelle lediglich die glatten Muskelzellen von Blutgefäßen und Gallengängen α-
SMA positiv waren (Abb. 26; (a) und (e)), stieg in den Placebogruppen der Anteil an 
Myofibroblasten im Lebergewebe deutlich an (Abb. 26; (b) und (f)). Im BDL Modell 
befanden sich α-SMA positive Zellen sowohl im Bereich der Periportalfelder als auch 
um die hyperplastischen Gallengänge (Abb. 26; (b)). In den Behandlungsgruppen 
(Abb. 26; (c) und (d)) konnte besonders in der 1 mg/kg bid Tiergruppe eine Senkung 
der α-SMA positiven Zellen mikroskopisch aufgezeigt werden. Im Schweineserum 
Modell lagen die α-SMA positiven Zellen ebenfalls in den Periportalfeldern und in 
dem Leberläppchen umgebenden, perilobulären Bindegewebe (= BG; Abb. 26; (f)). 
Durch die Behandlung mit BAY 41-2272 konnte in den histologischen Präparaten 
eine deutliche Reduktion der α-SMA positiv angefärbten Zellen dargestellt werden 



























0,3 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
  
1 mg/kg bid 
BAY 41-2272 
  
Abb. 26: Repräsentative Darstellung von immunhistochemisch α-SMA gefärbten Leberschnitten  
(a) - (d) BDL Modell und (e) - (h) Schweineserum Modell  
 
((a) + (e) Kontrollgruppen; (b) + (f) Placebogruppen; (c) + (g) 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 Behandlungsgruppen; (d) + (h) 
1 mg/kg bid BAY 41-2272 Behandlungsgruppen; 50-fache Vergrößerung) 
(a) 
Myofibroblasten 














Zur Quantifizierung der α-SMA positiven Zellen in den histologischen Leberprä-
paraten wurde eine morphometrische Analyse mit Hilfe der Cell P Software von 
Olympus durchgeführt. Die Ergebnisse wurden als prozentualer Flächenanteil in der 
Abbildung 27 als MW ± SEM dargestellt. 
 
BDL Modell Schweineserum Modell 



































































Abb. 27: Prozentualer Flächenanteil an α-SMA positiven Zellen im Lebergewebe  
(a) BDL Modell und (b) Schweineserum Modell 
 
(n= 3 Fotos pro Schnitt/Tier; Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 0,3mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14 
und 1 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 16; MW ± SEM; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; Signifikanz vs. 
Placebogruppe; ** p < 0,01 und *** p < 0,001) 
 
Im BDL Modell (Abb. 27; (a)) zeigte sich eine Zunahme des prozentualen Flächen-
anteils an α-SMA positiven Zellen von 0,6 % (Kontrollgruppe) auf 8,5 % (Placebo-
gruppe). Dies entsprach einer Zunahme an Myofibroblasten im Lebergewebe von ca. 
93 % (Placebogruppe = 100 %). In dem Schweineserum Modell (Abb. 27; (b)) wurde 
ein prozentualer Anstieg von 1,5 % (Kontrollgruppe) auf 6,0 % in der Placebogruppe 
gemessen. Mit Bezug zu der Placebogruppe (= 100 %) war dies eine 75 %ige Stei-
gerung des Myofibroblastenanteils. Durch die Behandlung mit dem sGC Stimulator 
BAY 41-2272 konnte in beiden Tiermodellen eine signifikante Senkung des Anteils 
an α-SMA positiven Zellen im Gewebe erzielt werden. Im BDL Modell bedeutete dies 
eine signifikante Senkung des prozentualen Flächenanteils um 29 % (0,3 mg/kg bid) 
bzw. um 42 % (1 mg/kg bid) innerhalb des therapeutischen Messfensters (Abb. 27; 
(a)). Durch die Behandlung mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 konnte im 
Schweineserum Modell der prozentuale Flächenanteil an α-SMA positiven Zellen um 
45 % (0,3 mg/kg bid) und um 65 % (1 mg/kg bid) innerhalb des therapeutischen 




3.2.3. Quantifizierung des Kollagenanteils im Lebergewebe anhand der  
 α-Aminosäure Hydroxyprolin 
 
HP ist eine α-Aminosäure, die als Strukturprotein die Kollagenfasern stabilisiert und 
somit die mechanischen Eigenschaften u.a. vom BG beeinflusst (Hinz et al., 1997). 
Damit ist die HP-Konzentration ein quantitatives Maß für den Kollagengehalt im 
Gewebe und somit für den Grad der Fibrosierung. In der Abbildung 28 ist die quanti-
tative Messung des HP-Gehaltes des Lebergewebes in mg/g (bezogen auf das 
Trockengewicht) als MW ± SEM dargestellt.  
Sowohl im BDL Modell als auch im Schweineserum Modell konnte eine signifikante 
Zunahme der HP-Konzentration im Lebergewebe gemessen werden. Mit Bezug zu 
der jeweiligen Placebogruppe (= 100 %) betrug diese Zunahme 73 % im Schweine-
serum Modell und 65 % im BDL Modell. Durch die Behandlung der BDL-Tiere 
(Abb. 28; (a)) mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 senkte sich der HP-Gehalt signi-
fikant um 11,1 % (0,3 mg/kg bid) und um 18,6 % (1 mg/kg bid) (vs. Placebogruppe 
= 100 %). Dies entsprach einer HP-Konzentrationssenkung um 17 % bzw. um 29 % 
innerhalb des therapeutischen Messfensters. Im Gegensatz zu dem BDL Modell 
konnte im Schweineserum Modell keine HP-Senkung durch die Behandlung mit dem 
sGC Stimulator erzielt werden (Abb. 28; (b)). Der HP-Gehalt stieg tendenziell in den 
Behandlungsgruppen um ca. 20 % an (vs. Placebogruppe = 100 %). 
 
BDL Modell Schweineserum Modell 


























































Abb. 28: Quantitative Bestimmung von Hydroxyprolin im Lebergewebe  
(a) BDL Modell und (b) Schweineserum Modell 
 
(Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-25, 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 13-14 und 1 mg/kg bid 
BAY 41-2272 n= 15-23 ; MW ± SEM; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; Signifikanz vs. 






3.2.4. Genexpressionsanalysen von fibrotischem Lebergewebe 
 
Durch die pathologischen Veränderungen des Lebergewebes im Rahmen einer 
Fibrosierung kommt es u.a. zu einer vermehrten Bildung von fibrillärem Kollagen und 
einem Anstieg an Myofibroblasten im Gewebe. Zudem findet eine Dysregulation von 
verschiedenen Matrixmetalloproteinasen (= matrix metalloproteinases; MMPs) und 
ihren natürlichen Inhibitoren (= tissue inhibitors of metalloproteinases; TIMPs) im Ge-
webe statt (Kossakowaska et al., 1998; Roderfeld et al., 2007). Die während einer 
Leberfibrose stattfindenden pathologischen Prozesse lassen sich daher u.a. anhand 
der relativen mRNA Genexpressionen von Kollagen, MMPs und TIMPs im Organge-
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Abb. 29.1.: TaqMan Analyse der relative mRNA Expressionen von verschiedenen profibrotischen 
Markergenen im Lebergewebe 
Darstellung der mRNA Genexpressionen von Col1α1((a) + (c)) und α-SMA ((b) + (d))  
(a) + (b) BDL Modell und (c) + (d) Schweineserum Modell 
 
 
(Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 0,3mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14 und 1 mg/kg bid BAY 41-2272 
n= 16; MW ± SEM Signifikanz vs. Placebogruppe; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, 
** p < 0,01 und *** p < 0,001) 
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Abb. 29.2.: TaqMan Analyse der relative mRNA Expressionen von verschiedenen profibrotischen 
Markergenen im Lebergewebe 
Darstellung der mRNA Genexpressionen von MMP 2 ((a) + (d)), TIMP 3 ((b) + (e)) und TGFß ((c) + (f)) 
(a) – (c) BDL Modell und (d) – (f) Schweineserum Modell 
 
(Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14 und 1 mg/kg bid BAY 41-2272 
n= 16; MW ± SEM Signifikanz vs. Placebogruppe; one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 
und *** p < 0,001)  
MMP 2= Matrixmetalloproteinase 2; TGFß= transforming growth factor beta; TIMP 3= Inhibitor der MMP 3 
 
Nicht nur anhand der histologischen Anfärbung von Kollagenfasern, sondern auch 
durch die Messung der relativen mRNA Genexpression ließ sich ein signifikanter 






peutisches Messfenster; Abb. 29.1.; (a) + (c)). Im BDL Modell zeigte sich unter der 
Behandlung mit BAY 41-2272 eine tendenzielle Genexpressionssenkung um 9 % 
(1mg/kg bid Tiergruppe) auf ca. 86000 AU (= arbitrary units). Im Schweineserum 
Modell konnte durch die Behandlung mit 1 mg/kg bid BAY 41-2272 eine signifikante 
Senkung der Col1α1 Expression um ca. 35 % (vs. Placebogruppe = 100 %) auf ca. 
38000 AU gemessen werden. Eine Behandlung mit 0,3 mg/kg bid des sGC Stimu-
lators zeigte im BDL Modell einen leichten, nicht signifikanten Genexpressionsan-
stieg um 16,3 % auf 110119 AU, während im Schweineserum Modell diese Dosie-
rung keinen Effekt aufwies. 
Aufgrund der Transdifferenzierung von HSCs zu Myofibroblasten während der Fibro-
sierung des Lebergewebes, wurde die mRNA Genexpression von α-SMA in beiden 
Tiermodellen gemessen (Abb. 29.1.; (b) + (d)). Im BDL Modell konnte ein 72 %iger  
α-SMA Genexpressionsanstieg detektiert werden (= therapeutisches Messfenster). 
Im Schweineserum Modell betrug diese Differenz zwischen Kontroll- und Placebo-
gruppe 93,5 %. Durch eine Behandlung mit BAY 41-2272 konnte eine signifikante 
Genexpressionssenkung in den 1 mg/kg bid Gruppen beider Tiermodelle gemessen 
werden (BDL Modell: 45 %; Schweineserum Modell: 78 % vs. der jeweiligen Place-
bogruppe = 100 %). Dies entsprach einer maximalen α-SMA Genexpressionssen-
kung innerhalb des therapeutischen Messfensters von 63 % im BDL Modell bzw. 
84 % im Schweineserum Modell. Während im BDL Modell unter der Behandlung mit 
0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 eine Genexpressionssenkung von 24 % (vs. der Place-
bogruppe = 100 %) zu erkennen war, konnte dies für das Schweineserum Modell 
nicht bestätigt werden.  
Die relative MMP 2 (= matrix metalloproteinase 2) Genexpression wurde ebenfalls für 
beide Leberfibrosetiermodelle bestimmt (Abb. 29.2.; (a) + (d)). Die Hauptwirkung des 
Enzyms MMP 2 ist die Spaltung von denaturierten Kollagenfasern. Somit ist die 
MMP 2 maßgeblich am ECM-Abbau im Lebergewebe beteiligt und zählt zu den so 
genannten ECM remodelling Markern (Herbst et al., 1997; Préaux et al., 1999). Bei 
einer Gewebefibrosierung kommt es zu einer Überproduktion an Kollagen, wodurch 
die MMP 2 Genexpression kontinuierlich ansteigt (Benyon et al., 1999; Zheng et al., 
2005). In beiden Tiermodellen steigerte sich die MMP 2 Genexpression auf das ca. 
6,5-fache (therapeutisches Messfenster: BDL Modell = 86 %; Schweineserum Modell 
= 85 %). Während im BDL Modell keine MMP 2 Genexpressionssenkung unter der 
Therapie mit 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 erzielt wurde, stieg diese im Schweinese-
rum Modell signifikant um 25 % auf ca. 12000 AU an (vs. Placebogruppe = 100 %). 
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Eine Behandlung der Tiere mit 1 mg/kg bid des sGC Stimulators zeigte in beiden in 
vivo Modellen eine signifikante Senkung der MMP 2 Genexpression (BDL Modell: um 
37 %; Schweineserum Modell: um 69 % vs. der jeweiligen Placebogruppe (= 
100 %)). Dies entsprach mit Bezug zum therapeutischen Messfenster einer maxi-
malen Genexpressionssenkung von 43 % (BDL Modell) bzw. 82 % (Schweineserum 
Modell). 
Als Vertreter der natürlich vorkommenden Inhibitoren der MMPs wurde die mRNA 
Genexpression von TIMP 3 im Lebergewebe (= tissue inhibitor of metalloproteinase 
3) gemessen (Abb. 29.2.; (b) + (e)). Hier konnte eine signifikante Genexpressionszu-
nahme um das ca. 1,5-fache in beiden Leberfibrosetiermodellen gemessen werden 
(therapeutisches Messfenster: BDL Modell = 43 %; Schweineserum Modell = 38 %). 
Die Substanzdosierung von 0,3 mg/kg bid BAY 41-2272 senkte die TIMP 3 Genex-
pression um 24 % auf ca. 30000 AU im BDL Modell, während kein genexpressions-
senkender Effekt für diese Konzentration im Schweineserum Modell erzielt wurde. 
Durch die Behandlung der Tiere mit 1 mg/kg bid des sGC Stimulators konnte eine 
signifikante TIMP 3 mRNA Genexpressionssenkung um 37 % auf 25319 AU im BDL 
Modell und um 58 % auf 3717 AU im Schweineserum Modell detektiert werden (vs. 
der jeweiligen Placebogruppe = 100 %). Dies bedeutete für das BDL Modell eine 
86 %ige Genexpressionssenkung innerhalb des therapeutischen Messfensters. Im 
Schweineserum Modell erzielte eine Behandlung mit 1 mg/kg bid des sGC Stimulator 
einen TIMP 3 Genexpressionsmittelwert entsprechend der Kontrollgruppe. 
Da die Fibrosierung des Lebergewebes u.a. mit einer erhöhten TGFß Expression 
einhergeht (Yang et al., 2003; Liu et al., 2006), wurde diese relative mRNA Genex-
pression ergänzend im Lebergewebe bestimmt (Abb. 29.2.; (c) + (f)). Die Zunahme 
der TGFß Genexpression in fibrosierendem Lebergewebe ließ sich in beiden Tiermo-
dellen signifikant aufzeigen (therapeutisches Messfenster: BDL Modell = 62 %; 
Schweineserum Modell = 33 %). Es konnte eine signifikante Genexpressionssen-
kung durch die Behandlung mit 1 mg/kg bid BAY 41-2272 um 26 % im BDL Modell 
bzw. um 49 % im Schweineserum Modell (vs. Placebogruppe = 100 %) gemessen 
werden. Keine Veränderungen der relativen TGFß Genexpression im Lebergewebe 
zeigten sich in den 0,3 mg/kg bid Behandlungsgruppen beider Tiermodelle. Innerhalb 
des therapeutischen Messfensters konnten durch die Behandlung mit BAY 41-2272 
die TGFß Genexpressionen im BDL Modell maximal um 42 % und im Schweine-




3.2.5. Wirkung des sGC Stimulators auf den Blut- und Portalvenendruck von 
leberfibrotischen Tieren 
 
Eine der Hauptwirkungen des NO-Systems ist eine cGMP-vermittelte Vasorelaxation 
(Gewaltig und Kojda, 2002). Daher liegen die Hauptanwendungsgebiete von orga-
nischen Nitraten bei Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems. Es wurde schon 
relativ früh gezeigt, dass sGC Stimulatoren eine blutdrucksenkende Wirkung auf-
weisen (Stasch et al., 2002b; Zanfolin et al., 2006). Um hämodynamische Parameter 
von unbehandelten und von BAY 41-2272 behandelten Tieren miteinander ver-
gleichen zu können, wurde zum einen der LVPsys als Maß für den Effekt des sGC 
Stimulators auf den systemischen Kreislauf und zum anderen die Herzfrequenz der 
Tiere gemessen. Da in den bisherigen in vivo Experimenten die 1 mg/kg bid be-
handelten Tiere eine bessere Senkung von profibrotischen Parametern aufwiesen, 
wurden die invasiven Hämodynamikmessungen nur für diese Dosierung des sGC 
Stimulators (bzw. für die jeweiligen Kontroll- und Placebogruppen) durchgeführt. Die 
Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle 4 (S. 81) als MW ± SEM dargestellt. 
Bei der Messung des LVPsys und der Herzfrequenz zeigten sich keine signifikanten 
Unterschiede sowohl zwischen den einzelnen Tiergruppen als auch zwischen den 
unterschiedlichen Leberfibrosetiermodellen. Der durchschnittliche mittlere LVPsys be-
trug ca. 120 mmHg in beiden Tiermodellen. Die durchschnittliche Herzfrequenz der 
Tiere lag zwischen 324 BPM (BDL Modell) und 371 BPM (Schweineserum Modell).  
 
 
Tabelle 4: Hämodynamikparameter der verschiedenen Tierstudien 
 
BDL Modell 
Gruppe LVPsys [mmHg] 
Herzfrequenz 
[BPM] 
   
Kontrolle 
(n= 5) 125,3 ± 4,1 320,1 ± 14,0 
   
Placebo 
(0,5 % Tylose; n= 15) 119,6 ± 2,8 310,9 ± 5,5 
   
1 mg/kg bid BAY 41-2272 
(n= 14) 114,6 ± 1,5 314,0 ± 7,2 
   
Schweineserum Modell 
Gruppe LVPsys [mmHg] 
Herzfrequenz 
[BPM] 
   
Kontrolle 
(n= 5) 125,4 ± 3,5 369,5 ± 11,2 
   
Placebo 
(0,5 % Tylose; n= 16) 122,2 ± 1,6 371,7 ± 15,7 
   
1 mg/kg bid BAY 41-2272 
(n= 16) 119,7 ± 3,0 371,5 ± 5,8 
   
 (MW ± SEM vs. Placebogruppe; one- way ANOVA mit Newman-Keuls post-hoc Analyse) 




Um eine weitere Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf spezifische leber-
fibrotische Pathologien zu zeigen, wurde der PVD der Tiere gemessen und in Ab-
bildung 30 als MW ± SEM dargestellt.  
In den jeweiligen Kontrollgruppen wurde ein mittlerer PVD von 7,6 mmHg (Schweine-
serum Modell) bzw. 8,2 mmHg (BDL Modell) gemessen. Dieser stieg durch die In-
duktion der Leberfibrose signifikant in den Placebogruppen beider Tiermodelle an 
(Schweineserum Modell: Faktor 1,6; BDL Modell: Faktor 2,0). Im BDL Modell konnte 
durch die Behandlung mit dem sGC Stimulator (1 mg/kg bid) eine signifikante PVD 
Senkung um 18 % erreicht werden (vs. Placebogruppe = 100 %). Dies entsprach 
einer prozentualen PVD Senkung von 34,6 % innerhalb des therapeutischen Mess-
fensters. Im Schweineserum Modell erfolgte ein tendenzielle Senkung des PVDs um 
9,1 % (= 10,81 mmHg; vs. Placebogruppe = 100 %).  
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Abb. 30: Messungen des Portalvenendruckes  
(a) BDL Modell und (b) Schweineserum Modell 
 
 
(Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 1 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14-16; MW ± SEM; Signifikanz 







Die Leberfibrose ist in Deutschland mit einer Inzidenz von 250 Fällen/100000 Ein-
wohner/Jahr eine weitverbreitete Erkrankung (Herold, 2011). Etwa 45 % der Leber-
fibrosepatienten versterben pro Jahr an den Folgen dieser Erkrankung (de Goede 
et al., 2012). Trotz unterschiedlicher Ätiologien haben alle Leberschädigungen eine 
gemeinsame Endstrecke: die Fibrosierung des Leberparenchyms. Obwohl die wir-
kungsvolle Bekämpfung der Leberfibrose Ziel intensiver Forschungen ist, gibt es 
derzeit noch keine ausreichend effiziente Therapie, wodurch die hohe Mortalitätsrate 
bedingt wird.  
 
In der Pathogenese der Leberfibrose wird der Aktivierung von HSCs eine zentrale 
Funktion zugeordnet (Hendersen und Iredale, 2007; Friedman, 2008a-c). Gressner 
und Bachem zeigten im Jahre 1990 das vor allem der Stimulus TGFß HSCs aktiviert 
und die Transdifferenzierung zu Myofibroblasten induziert, was durch Reynaert et al. 
(2002) und De Minicis et al. (2007) bestätigt wurde. Dieses, in der Leberfibrose-
forschung anerkanntes, in vitro Verfahren spiegelt den Pathomechanismus der 
Entwicklung einer Leberfibrose im Menschen wieder und eignet sich daher zur Erfor-
schung dieser Erkrankung und Erschließung möglicher therapeutischer Ansätze 
(Friedman, 2008b).  
Fan et al. (1999) konnte anhand von TGFß stimulierten Tubulusepithelzellen der 
Rattennieren eine zelluläre Aktivierung mit einem Anstieg der Expression von fibrillä-
rem Col1α1 und dem Transdifferenzierungsmarker α-SMA aufzeigen. Der Befund, 
dass im Rahmen der Fibrosierung der Leber zum einen die Konzentration des pro-
fibrotischen Zytokins TGFß und zum anderen die mRNA Genexpressionen von 
Col1α1 und α-SMA ansteigen, konnte auf die Genexpressionen in HSCs übertragen 
werden (Lindert et al., 2005). Breitkopf et al. (2001) zeigte das eine erhöhte TGFß-
Konzentration in hHSCs eine gesteigerte Expression des ECM remodelling Markers 
LTBP 2 zur Folge hat. Diese, in der Literatur beschriebenen, profibrotischen Marker-
gene wurden für die Untersuchung einer antifibrotischen Wirkung durch die pharma-
kologische Stimulation der sGC und für die Aufklärung der Beteiligung des NO-
cGMP Signalweges in der Leberfibrogenese herangezogen. Da jedoch verschiedene 
Konzentrationen und Inkubationszeiten mit TGFß für die Aktivierung von HSCs in der 
Literatur verwendet wurden (Saile et al., 1999; Dooley et al., 2000), musste zunächst 
ein auf diese profibrotische Markergene ausgelegtes, von der TGFß-Konzentration-
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abhängiges Genexpressionsprofil von hHSCs und rHSCs erstellt werden (Abschnitt 
3.1.1., Abb. 15). Mit Bezug auf die Ausgangsexpressionswerte (= 0h Wert) der re-
präsentativ ausgewählten Markergene zeigte sich spezies- und konzentrationsunab-
hängig nach 48 h ein deutlicher TGFß Stimuluseffekt, der mit den in der Literatur be-
schriebenen in vitro TGFß induzierten Genexpressionen korrelierte (Sohara et al., 
2002; Li et al., 2007). Durch diese Vorversuche gelang es ein mit der Literatur über-
einstimmendes in vitro Modell für leberfibrotische Veränderungen zu etablieren, so 
dass eine zelluläre, antifibrotische Wirkung der pharmakologischen Stimulation der 
sGC durch BAY 41-2272 auf TGFß stimulierte HSCs untersucht werden konnte. 
 
Neben der Möglichkeit antifibrotische Substanzwirkungen an TGFß stimulierten 
HSCs zu untersuchen, stehen für die in vivo Induktion einer Leberfibrose derzeitig 
verschiedene Tiermodelle zur Verfügung (Snowdon und Fallowfield, 2011). Die in der 
Leberfibroseforschung am häufigsten angewendeten in vivo Modelle sind: a) das 
BDL Modell, b) das Schweineserum Modell und c) toxisch induzierte Tiermodelle 
(Tsukamoto et al., 1990; Starkel und Leclerq, 2011). Die antifibrotischen in vivo 
Effekte des sGC Stimulators BAY 41-2272 in der Leberfibrose wurden unter der Ver-
wendung des BDL Modells und des immunologisch induzierten Schweineserum 
Modells untersucht. Beide Tiermodelle unterscheiden sich grundlegend in ihrer In-
duktion und Progression der Leberschädigung, während die Leberfibrose bzw. –
zirrhose ihren gemeinsamen Endpunkt darstellt. Die Pathogenese des durch die BDL 
induzierten Leberschadens gleicht der sekundären biliären Fibrose im Menschen 
(Starkel und Leclerq, 2011), bei der es durch einen chronischen Rückstau von Galle 
zu einer Schädigung der Leberzellen kommt. Das Schweineserum Modell zeichnet 
sich durch eine immunologisch induzierte, minimale hepatozelluläre Leberschä-
digung aus (Starkel und Leclerq, 2011), die sich in einer gesteigerten MHC-Klasse-II 
Genexpression bzw. einer Erhöhung von Immunglobulinen im Blut widerspiegelt 
(Baba et al., 2005). Ähnliche Pathomechanismen wurden in Patienten mit einer durch 
Alkohol induzierten Leberfibrose, einer Autoimmun- oder akuten Hepatitis beobachtet 
(Baba et al., 2005). Beide Tiermodelle werden in der Literatur herangezogen, um in 
vivo eine antifibrotische Substanzwirkung zu untersuchen (Knorr et al., 2008; Chen 
et al., 2010; Tandon et al., 2010). In der vorliegenden Dissertation wurden zwei in der 
Leberfibrose anerkannte, unterschiedlich induzierte Tiermodelle verwendet, um die 
direkte zelluläre, antifibrotische und vor allem induktionsunabhängige in vivo Wirkung 




4.1. Die antifibrotische Wirkung der pharmakologischen  
Stimulation der sGC durch BAY 41-2272 in der Leberfibrose 
 
Eine pharmakologische Modulation des NO-cGMP Signalweges zur Erhöhung des 
cGMP-Spiegels mittels sGC Stimulatoren, wie z.B. YC-1, BAY 41-2272 oder Rioci-
guat, hat sich bereits präklinisch und klinisch als einer der wichtigsten Therapie-
ansätze für Patienten mit PAH etabliert (Schermuly et al., 2008 und 2011; Mittendorf 
et al., 2011). Hier zeigte sich, dass pathophysiologische, PAH-bedingte Verände-
rungen dieses Signaltransduktionsweges durch die spezifische pharmakologische 
Stimulation der sGC abgemildert werden (Mergia et al., 2006; Boerrigter und Burnett, 
2007). Eine mögliche Übertragbarkeit einer erhöhten Vasokonstriktion, sowie einer 
reduzierten NO-Bioverfügbarkeit resultierend in einer cGMP-Mangelsituation, wie bei 
der PAH, stellt sich ebenfalls in der Leberfibrose dar (Wiest und Groszmann, 2002; 
Perri et al., 2006). Diese Literaturbefunde weisen somit nicht nur auf die Übertrag-
barkeit der Pathomechanismen von anderen fibrotischen Erkrankungen auf die der 
Leberfibrose hin, sondern auch auf eine möglicherweise organübergreifende, anti-
fibrotische Wirkung von sGC Stimulatoren.  
 
Perri et al. brachte 2006 die NO-unabhängige Stimulation der sGC in direkten Zu-
sammenhang mit einer Reduktion der Aktivierung von HSCs. Basierend auf diesen 
Ergebnisse zeigte Knorr et al. (2008) erstmalig eine sGC-vermittelte, induktionsun-
abhängige, antifibrotische Wirkung in zwei verschiedenen Leberfibrosetiermodellen 
(Schweineserum Modell und CCL4 Modell (= toxisch induzierte Leberfibrose)) durch 
eine Behandlung mit dem sGC Aktivator BAY 60-2770. Diese Daten waren jedoch 
deskriptiv und ließen nur sehr bedingt Rückschlüsse auf den Wirkmechanismus zu. 
Auch die von Xie et al. (2012) veröffentlichten Ergebnisse der in vitro Wirkung des 
sGC Aktivators BAY 60-2272 auf LSECs klären nicht eindeutig den antifibrotischen 
Wirkmechanismus einer pharmakologischen Erhöhung der sGC Aktivität in der 
Leberfibrose. Dadurch, dass sGC Aktivatoren und sGC Stimulatoren andere pharma-
kologische Charakteristika aufweisen (Schmidt et al., 2009; Stasch und Hobbs, 
2009), sollte erstmalig die in vitro und die in vivo Wirkung des sGC Stimulators 
BAY 41-2272 in der Leberfibrose aufgezeigt werden. Daher wurde zunächst mit der 
Untersuchung der zellulären Wirkung auf die Genexpression von profibrotischen 
Markern begonnen (Abschnitt 3.1.3., Abb. 18). Es konnte gezeigt werden, dass der 
sGC Stimulator BAY 41-2272 konzentrationsabhängig und speziesunabhängig zum 
Diskussion 
86 
einen die Kollagenproduktion und das ECM remodelling und zum anderen die Trans-
differenzierung der HSCs signifikant um durchschnittlich 75 % senkte (Abschnitt 
3.1.3., Abb. 18). Ergänzend zu diesen Befund wurde ein geringerer, konzentrations-
abhängiger α-SMA Proteinanteil der TGFß aktivierten Zellen nach Zugabe des sGC 
Stimulators detektiert (Abschnitt 3.1.8., Abb. 23). Diese Ergebnisse bestätigten die 
von Kawada et al. (1996) erhobenen in vitro Daten in rHSCs, die einen direkten Zu-
sammenhang der α-SMA Proteinexpressionssenkung in aktivierten HSCs mit einer 
NO-abhängigen Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration aufzeigten. 
Darüber hinaus konnten Pfeilschifter und Vosbeck (1991) in renalen Mesangialzellen 
aufzeigen, dass durch die Stimulation mit TGFß der intrazelluläre cGMP-Gehalt ge-
senkt wird und ein cGMP-Mangelzustand entsteht. Dieses Ergebnis einer TGFß-
vermittelten Senkung der intrazellulären cGMP-Konzentration ließ sich in beiden 
HSCs Spezies reproduzieren (Abschnitt 3.1.7., Abb. 22). Der cGMP-Gehalt in TGFß 
stimulierten HSCs wurde im Vergleich zu unstimulierten Zellen signifikant um 73 % 
(rHSCs) bzw. 60 % (hHSCs) gesenkt, was sich in etwa auf die von Perri et al. (2006) 
erhobenen Daten bezüglich der reduzierten cGMP-Konzentration von aktivierten, aus 
Lebern von BDL-Ratten isolierten HSCs übertragen ließ.  
Chu und Prasad (1999) konnten des Weiteren anhand von TGFß stimulierten derma-
len Fibroblasten demonstrieren, dass die Zugabe von 8-Bromo-cGMP, einem stabi-
len Analogon des second messenger Moleküls cGMP, die in vitro HP-Konzentration 
signifikant senkte und damit eine direkte zelluläre, antifibrotische Wirkung zeigte. In 
beiden HSCs Spezies konnte diese 8-Bromo-cGMP-vermittelte, expressionssenken-
de in vitro Wirkung auf die profibrotischen Markergene bestätigt werden (Abschnitt 
3.1.2.2., Abb. 17). Qualitativ und quantitativ ließen sich die von Chu und Prasad 
(1999) erhobene Befunde auf die TGFß stimulierten HSCs übertragen. Die durch-
schnittliche Genexpressionssenkung um ca. 30 % (rHSCs) bzw. um ca. 50 % 
(hHSCs) stimmte ebenfalls mit der von Horio et al. (2003) dargestellten HP-senken-
den Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf kardiale Fibroblasten überein.  
Dadurch, dass in Aortenendothelzellen (Stasch et al., 2002a) und in glomerulären 
Mesangialzellen (Peters et al., 2004) gezeigt werden konnte, dass sGC Stimulatoren 
den zellulären cGMP-Gehalt konzentrationsabhängig erhöhen, lag die Vermutung 
nahe, dass die sGC-vermittelte, antifibrotische Wirkung von BAY 41-2272 in TGFß 
stimulierten HSCs (Abschnitt 3.1.3., Abb. 18) auf eine Erhöhung des cGMP-Spiegels 
zurückzuführen ist. Dies konnte durch die pharmakologische Stimulation der sGC mit 
BAY 41-2272 in HSCs bestätigt werden. Der reduzierte, zelluläre cGMP-Gehalt in 
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TGFß stimulierten HSCs konnte durch den sGC Stimulator signifikant und konzen-
trationsabhängig um 46 % (rHSCs) bzw. um 80 % (hHSCs) erhöht werden (vs. TGFß 
stimulierte, unbehandelte HSCs; Abschnitt 3.1.7., Abb. 22). Dies zeigte zum einen, 
dass durch eine spezifische pharmakologische Stimulation der sGC der TGFß-ver-
mittelte, cGMP-reduzierende Effekt konzentrationsabhängig aufgehoben werden 
konnte. Zum anderen legen die vergleichbaren, expressionssenkenden Wirkungen 
des sGC Stimulators BAY 41-2272 (Abschnitt 3.1.3., Abb. 18) und des cGMP Ana-
logons 8-Bromo-cGMP (Abschnitt 3.1.2.2., Abb. 17) auf profibrotische Markergene 
nahe, dass eine pharmakologisch bedingte Erhöhung des intrazellulären cGMP-Spie-
gels eine antifibrotische Wirkung auf fibrosierende Zellen hat.  
 
Für den Nachweis, dass die zellulären, cGMP-vermittelten, antifibrotischen Effekte 
auf die spezifische, pharmakologische Stimulation der sGC mit BAY 41-2272 zurück-
zuführen sind, wurde ODQ, ein sGC Inhibitor, verwendet (Abschnitt 3.1.4., Abb. 19).  
ODQ bewirkt eine Oxidation der Hämgruppe der sGC, so dass sGC Stimulatoren 
keine Enzymaktivierung mit einhergehender, intrazellulärer cGMP-Erhöhung indu-
zieren können (Moro et al., 1996; Hussain et al., 1997). Stasch et al. (2001) zeigte 
bereits, dass eine ODQ-Konzentration von 10 µM eine durch BAY 41-2272 aus-
gelöste sGC Stimulation vollständig inhibiert. Durch die Verwendung von ODQ 
konnte die direkte zelluläre, antifibrotische Wirkung von BAY 41-2272 in beiden 
HSCs Spezies ebenfalls vollständig aufgehoben werden. Unter der Berücksichtigung 
der proliferationsreduzierenden Eigenschaften von TGFß (Date et al., 2000; Dolley 
et al., 2000) und von BAY 41-2272 (Hohenstein et al., 2005; Joshi et al., 2011) 
konnte des Weiteren die Möglichkeit einer zytotoxischen Wirkung von BAY 41-2272 
in der verwendeten, antifibrotisch wirkenden Konzentration von 10 µM anhand von 
Vitalitätsbilder von TGFß stimulierten und BAY 41-2272 behandelten HSCs aus-
geschlossen werden (Anhang 1; S. 122).  
Diese Ergebnisse zeigten, dass die erhobenen in vitro Daten auf die spezifische, 
pharmakologische Stimulation der sGC zurückzuführen sind und BAY 41-2272 durch 
die Steigerung der sGC Aktivität eine cGMP-vermittelte, antifibrotische Wirkung auf 
TGFß aktivierte HSCs hat.  
 
Zur Aufklärung der weiteren Signaltransduktion der cGMP-vermittelten, antifibro-
tischen Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 wurden erste präliminäre Daten 
einer mögliche Beteiligung der PKG erhoben. In verschiedenen Studien der Organ-
fibrogenesen führte eine Zunahme der intrazellulären cGMP-Konzentration nach-
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weislich u.a. zu der Aktivierung der Proteinkinase G I (= PKG I) (Hewitson et al., 
2002; Dunkern et al., 2007). Diese cGMP-vermittelte Aktivierung führte zu einer Re-
duktion von Kollagen (Chen et al., 2010). Zur Überprüfung einer möglichen Be-
teiligung der PKG an der cGMP-vermittelten, antifibrotischen Wirkung des sGC 
Stimulators in der Leberfibrose, wurde ein spezifischer PKG Inhibitor KT 5823 ver-
wendet und an TGFß stimulierten und mit BAY 41-2272 behandelten HSCs getestet 
(Abschnitt 3.1.6., Abb. 21). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die 
zelluläre, cGMP-vermittelte, antifibrotische Wirkung von BAY 41-2272 je nach HSCs 
Spezies PKG-abhängig aber auch –unabhängig war. Diese Ergebnisse stehen nicht 
im Einklang mit den Befunden von Chen et al. (2010). Er konnte eindeutig durch die 
Verwendung des PKG Inhibitors KT 5823 zeigen, dass die antifibrotische, cGMP-
vermittelte Wirkung von Vasonatrin, einem natriuretischen Peptid, in einem toxisch 
induzierten Leberfibroserattenmodell ausschließlich PKG-vermittelt war. Die Über-
prüfung dieser von ihm beschriebenen PKG-vermittelten Senkung des HP-Gehaltes 
und die weitere Aufklärung der cGMP-vermittelten, antifibrotischen Wirkung von 
BAY 41-2272 erfolgte in vitro durch die Zugabe von 8-Bromo-cGMP in Kombination 
mit KT 5823 (Anhang 2, S.123). Tatsächlich wurde die genexpressionssenkende Wir-
kung von 8-Bromo-cGMP vollständig durch die Kombination mit dem PKG Inhibitor 
KT 5823 in beiden HSCs Spezies aufgehoben. Dies bedeutete zum einen, dass die 
antifibrotische Wirkung von 8-Bromo-cGMP in TGFß stimulierten HSCs PKG-ab-
hängig war. Zum anderen zeigten diese in vitro Experimente aber auch, dass im 
Gegensatz zu 8-Bromo-cGMP die pharmakologische, spezifische Stimulation der 
sGC durch BAY 41-2272 in TGFß aktivierten HSCs nicht ausschließlich PKG-ver-
mittelt ist. Alternative cGMP-vermittelte Aktivierungen weiterer PKG-unabhängiger 
Signalkaskaden werden in diesem Zusammenhang in der Literatur diskutiert. Pilz 
und Casteel beschrieben 2003, dass sehr hohe cGMP-Konzentrationen cAMP-ab-
hängige Proteinkinasen (= PKA) aktivieren können. Dies kann u.a. durch die cGMP-
abhängige Hemmung von cAMP-abbauenden PDEs erklärt werden, die zu einer Er-
höhung des cAMP-Spiegels führt (Maurice und Haslam, 1990; Kirstein et al., 1994; 
Sandner et al., 1999). Die Aktivierung eines weiteren Signalweges im Rahmen der 
Fibrosierung konnte Zenzmaier et al. (2010) zeigen. Er bewies, dass die Trans-
differenzierung von Prostatastromazellen (= Fibroblasten) zu Myofibroblasten cGMP-
vermittelt und PKG-unabhängig über die Aktivierung von MEK1 bzw. dem MAP-
Kinase-Signalweg inhibiert werden kann. Folglich gibt es mehrere Signalwege die 
durch eine Erhöhung der intrazelluläre cGMP-Konzentration zusätzlich zu dem PKG-
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vermittelten Signalweg aktiviert werden können (Pilz und Casteel, 2003; Zhou et al., 
2008; Zenzmaier et al., 2010). Diese scheinbar speziesabhängige, nicht ausschließ-
lich PKG-vermittelte, antifibrotische Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272 auf 
TGFß stimulierte HSCs sollte daher hinsichtlich der Beteiligung anderer Signalkas-
kaden detaillierter untersucht und überprüft werden.  
 
Da die Entstehung einer Leberfibrose/-zirrhose unterschiedliche Ursachen haben 
kann, ist es wichtig eine von der Ätiologie unabhängige, antifibrotische Wirkung des 
sGC Stimulators BAY 41-2272 in vivo aufzuzeigen. Dies ist eine Vorraussetzung für 
die Etablierung einer effizienten, antifibrotischen Therapie für die Leberfibrose und 
bedingt die Untersuchung der in vivo Wirkung von BAY 41-2272 in zwei verschie-
denen Leberfibrosetiermodellen. Zur Darstellung der cGMP-vermittelten, antifibro-
tischen in vivo Wirkung von BAY 41-2272 wurden verschiedene diagnostische Para-
meter erhoben, um das Stadium der Leberfibrose und eine mögliche Abmilderung 
der Pathogenese unter der Therapie mit dem sGC Stimulator bewerten zu können.  
 
Als „Goldstandard“ in der Klinik gilt immer noch die Leberbiopsie, die für eine histo-
logische Beurteilung des Fibrosestadiums unabdinglich ist. Histopathologische, für 
das jeweilige Tiermodell charakteristische Veränderungen der Leber werden in der 
Literatur beschrieben und eine Abmilderung dieser durch eine Substanzbehandlung 
als Nachweis einer antifibrotischen in vivo Wirkung diskutiert. Kountouras et al. 
(1984) und Hinz et al. (1997) beschrieben die histologischen Lebergewebeände-
rungen bei BDL-Tieren, die durch eine starke Proliferation der Gallengangsepithelien, 
einer Zunahme an fibrillärem Kollagen im Bereich der Periportalfelder und einer 
massiven entzündlichen Reaktion im geschädigten Leberparenchym charakterisiert 
sind. Bei dem immunologisch induzierten Tiermodell (= Schweineserum Modell) zeigt 
sich im histologischen Leberschädigungsbild hingegen keine starke entzündliche 
Reaktion (Baba et al., 2005). Der Hauptanteil an pathologischen Veränderungen wird 
durch die Zunahme an Kollagenfasern im Bereich der septalen Bindegewebsein-
grenzungen bestimmt (Nakano, 1986; Gotardo et al., 2003). Diese in der Literatur be-
schriebenen, histopathologischen Veränderungen während der Leberfibrogenese, 
konnten in beiden in vivo Modellen reproduziert und histologisch dargestellt werden 
(Abschnitt 3.2.2.).  
Durch die Behandlung mit dem sGC Aktivator BAY 60-2770 konnte bereits 2008 
durch Knorr et al. eine dosisabhängige Senkung des morphometrisch quantifizierten 
Kollagenanteils im Lebergewebe sowohl im Schweineserum Modell als auch im CCL4 
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Modell nachgewiesen werden. Xie et al. (2012) bestätigte diese antifibrotische Wir-
kung des sGC Aktivators BAY 60-2770 anhand eines anderen toxisch induzierten 
Rattenleberfibrosemodells. Vergleichbare Ergebnisse durch die Behandlung mit dem 
sGC Stimulator BAY 41-2272 wurden sowohl im BDL Modell als auch im Schweine-
serum Modell erzielt. Durch eine morphometrische Quantifizierung des Kollagen- 
(Abschnitt 3.2.2.1., Abb. 25) und des Myofibroblastenanteils (Abschnitt 3.2.2.2., Abb. 
27) im Lebergewebe der Tiere, konnte ein direkter zellulärer, antifibrotischer in vivo 
Effekt des sGC Stimulators aufgezeigt werden. Somit erfolgte durch die Behandlung 
von leberfibrotischen Tieren mit BAY 41-2272 eine signifikante und induktionsunab-
hängige Senkung des Kollagenanteils im Lebergewebe einhergehend mit einer redu-
zierten Transdifferenzierung der HSCs zu Myofibroblasten (Abschnitt 3.2.2.).  
 
Die Zunahme an Kollagenfasern im Leberparenchym während der Leberfibrogenese 
lässt sich ebenfalls anhand des Rattenlebergewichtes aufzeigen (Kountouras et al., 
1984). In beiden Tiermodellen konnte bestätigend ein signifikanter Anstieg des 
Lebergewichtes gemessen werden, der im BDL Modell aufgrund der aufgestauten 
Gallensäuren (Tsukamoto et al., 1990) und der gesteigerten Proliferation der Gallen-
gangsepithelien (Starkel und Leclercq, 2011) fast doppelt so hoch war (Schweine-
serum Modell: 10,3 g, BDL Modell: 20,6 g; Abschnitt 3.2.1.1., Tabelle 2; S. 67).  
Die Behandlung mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 erzielte in beiden Tiermo-
dellen keine Senkung der finalen Lebergewichte. Eine unter der Behandlung mit 
einer antifibrotischen Therapie verringerte Lebergewichtszunahme wird in diesen 
Leberfibrosetiermodellen allerdings nur selten aufgezeigt. Abraldes et al. (2007) 
konnte keine Veränderungen der Lebergewichte von CCL4-Ratten durch die Behand-
lung von Simvastatin erzielen, obwohl Statine in der Therapie von Leberfibrosepa-
tienten eingesetzt werden. Eine mögliche Erklärung für diesen fehlenden Effekt 
könnte der chirurgisch induzierte Gallensäurestau sein, der das Lebergewicht im 
BDL Modell mechanisch beeinflusst und somit eine Lebergewichtssenkung durch die 
pharmakologische Behandlung mit BAY 41-2272 verhindert. Im Falle des Schweine-
serum Modells ist bisher nicht ausreichend bekannt, welche Komponenten an der 
Lebergewichtszunahme beteiligt sind. Inwiefern die Infiltration und Proliferation von 
Zellen (Starkel und Leclercq, 2011) bezogen auf das Lebergewicht eine Rolle spie-
len, müsste in weiteren Versuchen hinsichtlich einer anderen Fragestellung näher 




Ein weiterer Standardparameter zur Bestimmung des Gesamtkollagengehaltes, der 
sowohl in in vitro Versuchen als auch in in vivo Studien herangezogen wird, ist die im 
Kollagen vorkommende α-Aminosäure HP (McAnulty, 2005). Knorr et al. (2008) 
zeigte, dass die Behandlung mit dem sGC Aktivator BAY 60-2770 zu einem redu-
zierten HP-Gehalt im Lebergewebe führte. Durch die Behandlung der BDL-Tiere mit 
dem sGC Stimulator BAY 41-2272 konnte der Gesamtgehalt an HP im Gewebe 
signifikant gesenkt werden. Dies entsprach in etwa der induktionsunabhängigen, 
antifibrotischen Wirkung des sGC Aktivators im Schweineserum- und im CCL4 Modell 
(Knorr et al., 2008). Interessanterweise ließ sich eine Senkung des HP-Gehaltes 
durch die Behandlung mit BAY 41-2272 für das Schweineserum Modell nicht be-
stätigen. Diese Diskrepanz zwischen den beiden Tiermodellen könnte eventuell 
durch die erhöhte Aktivität der iNOS im BDL Modell erklärt werden. Aufgrund der ent-
zündlichen Reaktionen im Lebergewebe der BDL-Tiere steigt die Expression der 
iNOS an (Gadano et al., 1999; del Mar Arriero et al., 2001), die von Wei et al. (2002 
und 2005) auf den induzierten Gallensäurestau zurückgeführt wurde. Da sGC Stimu-
latoren im Gegensatz zu den sGC Aktivatoren einen synergistischen Effekt mit be-
reits geringen NO-Konzentrationen zeigen (Evgenov et al., 2006; Stasch und Hobbs, 
2009), könnte dies die ausschließlich im BDL Modell auftretende HP-senkende Wir-
kung durch BAY 41-2272 erklären. Obwohl die cGMP-vermittelte, antifibrotische Wir-
kung des sGC Stimulators bei den meisten bestimmten Parameter induktionsunab-
hängig war, ergab sich bei der Bestimmung des HP-Gehaltes ein modellspezifischer 
Unterschied. Wie sich dieser Effekt innerhalb einer klinischen Studie mit leberfibro-
tischen Patienten darstellt, ließ sich nicht ausreichend verifizieren.  
 
Zur weiteren Darstellung der in vivo induzierten Lebergewebeschädigung wurden 
verschiedene nicht-invasive Plasmaparameter bestimmt (Abschnitt 3.2.1.2., Tabelle 
3; S. 69), die auch in der klinischen Diagnostik eingesetzt werden.  
In beiden in vivo Modellen waren die AST und die ALP, sowie Funktionsleistungs-
parameter der Leber, wie z.B. die Plasmakonzentration von Albumin und Bilirubin, 
signifikant erhöht. Ähnlich dem Krankheitsbild von leberfibrotischen Patienten (Guha 
und Rosenberg, 2008; Udell et al., 2012) geht die Erhöhung dieser Parameter mit 
einer Gewebeschädigung und dem Funktionsverlust der Leber einher. Im BDL Mo-
dell war die Schädigung des Organs stärker ausgeprägt als im Schweineserum Mo-
dell, so dass eine Behandlung mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 im BDL Modell 
keinen Einfluss auf diese Leberparameter zeigte. Allerdings ist eine therapeutische 
Senkung der Plasmaparameter in diesem Tiermodell durch eine kontinuierliche Ein-
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wirkung einer lebertoxischen Noxe (= Gallensäuren) schwierig. Dies wurde bereits in 
verschiedenen BDL-Tierstudien gezeigt (Croquet et al., 2002; Trebicka et al., 2010). 
Nur im Schweineserum Modell konnte durch die Behandlung mit dem sGC Stimulator 
der ALP-Wert gesenkt werden. Unter der Berücksichtigung dieser Ergebnisse muss 
die Übertragbarkeit der anerkannten in vivo Leberfibrosemodelle auf die Patienten-
situation geprüft werden (Iredale, 2007; Starkel und Leclercq, 2011). Die erhobenen 
Daten zeigen deutlich die Diskrepanz zwischen histologisch und serologisch aufge-
zeigten antifibrotischen Wirkungen und stellen den Ersatz der diagnostischen Leber-
biopsie durch nicht-invasive, weniger Risiko behaftete Verfahren in Frage. Eine Sen-
kung der Plasmaparameter bei einem leberfibrotischen Patienten kann erst im Ver-
lauf einer Langzeittherapie mit einsetzender Leberregeneration erwartet werden 
(Chen et al., 2005; Muntaner et al., 2010). Diese benötigte Behandlungsdauer lässt 
sich durch die zeitliche Limitation der Versuchsdauer in den in vivo Modellen nicht 
vollständig darstellen, was die translationale Bedeutung dieser Experimente für die 
Situation im Patienten einschränkt (s.a. Abschnitt 4.3.).  
 
Ein möglicher weiterer Ansatzpunkt für einen Rückschluss von der in vivo Wirkung 
des sGC Stimulators auf die Pathogenese und Signaltransduktion der Leberfibrose 
im Menschen ist die Analyse der mRNA Genexpressionen von profibrotischen 
Markern im Lebergewebe (Gressner et al., 2007; Roderfeld et al., 2007). Herbst et al. 
(1997) stellte fest, dass die Genexpressionsmuster in Tierorganen, wie z.B. von 
TGFß und von MMP 2, mit Patientenleberproben vergleichbar sind. Zudem ist es 
bekannt, dass in fibrotischen Erkrankungen der Gewebeanteil an fibrillärem Kollagen 
(= Typ I und III) und der Anteil an α-SMA positiven Myofibroblasten zunimmt. Dies 
lässt sich auf die Pathogenese der Leberfibrose übertragen (Georgiev et al., 2008; 
Snowdon und Fallowfield, 2011) und durch die bereits diskutierten in vitro Ergebnisse 
bestätigen. Nicht nur histologisch, sondern auch durch die Analyse der Genexpres-
sionen von Col1α1 und α-SMA konnte in vivo der cGMP-vermittelte, antifibrotische 
Effekt der spezifischen, pharmakologischen Stimulation der sGC bestätigt werden 
(Abschnitt 3.2.4., Abb. 29.1. und 29.2.). In der Literatur werden vorrangig diese 
beiden Genexpressionen herangezogen, um eine antifibrotische in vivo Wirkung zu 
bestätigen. Salazar-Montes et al. (2008) bewies anhand der reduzierten Col1α1 Gen-
expression in CCL4-Ratten die antifibrotische Wirkung von Pirfenidone, einer Sub-
stanz, die sich derzeitig für die Behandlung der idiopatischen Lungenfibrose in der 
klinischen Forschung befindet (Azuma, 2012; Hilberg et al., 2012). Kanter konnte 
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2010 anhand der reduzierten α-SMA Genexpression eine Fibrose abmildernde 
Wirkung von Quercentin, einem Flavonoid, bei BDL-Tieren aufweisen.  
Des Weiteren gewinnt die Untersuchung der Beteiligung von MMPs und ihren natür-
lich vorkommenden Inhibitoren (= TIMPs), in der Progression verschiedenster Er-
krankungen (Lagente et al., 2005; Amălinei et al., 2010) bis hin zur Leberfibrose 
(Arthur, 2000; Roderfeld et al., 2007) zunehmend an Bedeutung. Im Rahmen einer 
Gewebefibrosierung kommt es zu einer Dysregulation zwischen Matrixauf- und 
abbau bzw. zu einem ECM remodelling (Knittel et al., 2000; Xu et al., 2004), an dem 
MMPs und TIMPs maßgeblich beteiligt sind (Chakraborti et al., 2003). Hierbei ist die 
Expression von Matrix-abbauenden Kollagenasen (= MMP 1 und MMP 13) reduziert, 
während die Aktivität z.B. der Gelatinase A (= MMP 2) erhöht ist (Kossakowska et al., 
1998). Dies hat einen gesteigerten Abbau von nicht-fibrillärem Kollagen (= Typ II und 
Typ IV) und einem gesenkten Abbau von fibrillärem Kollagen (= Typ I und Typ III) zur 
Folge (Benett et al., 2003). Préaux et al. (1999) konnte im Rahmen der Fibrosierung 
des Lebergewebes des Menschen nachweisen, dass die erhöhte MMP 2 Aktivität 
durch die Interaktion mit Kollagen und anderen Zellmatrixproteinen hervorgerufen 
wird und ein Hauptbestandteil des strukturellen Umbaus der ECM ist. Eine gestei-
gerte mRNA Genexpression von MMP 2 konnte ebenfalls im Lebergewebe beider 
Tiermodelle dargestellt (Abschnitt 3.2.4., Abb. 29.2.) und durch die Behandlung mit 
BAY 41-2272 signifikant gesenkt werden. Ähnliche Ergebnisse erzielte Bennett et al. 
(2003), der die antifibrotische Wirkung des Hormons Relaxin auf aktivierte HSCs 
durch eine Genexpressionssenkung von Col1α1, α-SMA und MMP 2 nachwies. Der 
cGMP-vermittelte, antifibrotische in vivo Effekt des sGC Stimulators auf die MMP 2 
Genexpressionssenkung konnte anhand der Befunde von Gurjar et al. (1999) be-
stätigt werden. Er setzte eine Erhöhung der intrazellulären NO- bzw. cGMP-Konzen-
tration in Gefäßmuskelzellen mit einer daraus resultierenden Reduktion der MMP 2 
Aktivität gleich. Da der sGC Stimulator BAY 41-2272 in TGFß stimulierten HSCs den 
cGMP-Gehalt konzentrationsabhängig erhöhte (Abschnitt 3.1.7., Abb. 22), konnte 
daher die in vivo Expressionssenkung der verschiedenen profibrotischen Markergene 
auf die Erhöhung des cGMP-Spiegels zurückgeführt werden.  
Anhand von neonatalen Kardiomyozyten zeigte Hammoud et al. (2007) den direkten 
Zusammenhang zwischen fibrosierenden Zellen, die sich in einem NO-Mangelzu-
stand befinden und der dadurch resultierenden Stimulation der TIMP 3 Genexpres-
sion. In beiden Tiermodellen konnte diese, in der Literatur beschriebene, gesteigerte 
TIMP 3 Genexpression aufgezeigt werden (Abschnitt 3.2.4., Abb. 29.2.), die unter 
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der Behandlung mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 dosisabhängig und signifikant 
gesenkt werden konnte. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Arbeit von 
Geschka et al. (2011), die anhand der TIMP 1 Genexpression in fibrotischem Nieren-
gewebe von Ratten gezeigt hat, dass der sGC Stimulator Riociguat (BAY 63-2521) 
einen dosisabhängigen, antifibrotischen Effekt auf das ECM remodelling der Niere 
hat.  
Des Weiteren wurde in verschiedenen Publikationen die für die Pathologie der 
Leberfibrose charakteristische Genexpressionserhöhung von TGFß nachgewiesen 
und in direkten Zusammenhang mit der Entstehung und Progression dieser Erkran-
kung gebracht werden (Dooley et al., 2000; Meindl-Beinker und Dooley, 2008). Die 
immunologisch und die durch eine BDL induzierte Leberfibrose waren durch eine 
erhöhte TGFß Genexpression gezeichnet, die durch eine Behandlung mit dem sGC 
Stimulator BAY 41-2272 signifikant gesenkt werden konnte. Folglich vermindert eine 
cGMP-vermittelte, pharmakologische Stimulation der sGC durch BAY 41-2272 nicht 
nur die Progression der Leberfibrose, sondern beeinflusst bereits die Entstehung der 
Erkrankung durch eine Genexpressionssenkung des Fibrosestimulus TGFß im 
Lebergewebe. Die Idee der Entwicklung einer antifibrotischen Therapie, die direkt auf 
den Stimulus TGFß und dessen Signaltransduktionsweg wirkt, ist derzeitig noch Be-
standteil intensiver Forschungen (Liu et al., 2006; Inagaki et al., 2012). 
 
Ein wichtiges Ziel einer geeigneten antifibrotischen Therapie ist es, die Entstehung 
und Progression der Organfibrogenese so zu beeinflussen, dass Folgeerkrankungen, 
wie die PTH, abgemildert werden oder nicht entstehen. Nachdem sowohl in vitro als 
auch in vivo gezeigt werden konnte, dass der sGC Stimulator BAY 41-2272 eine 
cGMP-vermittelte, induktionsunabhängige, antifibrotische Wirkung in der Leberfi-
brose hatte, wurde ergänzend zu den bisherigen in vivo Befunden der PVD der unbe-
handelten und behandelten Tiere gemessen (Abschnitt 3.2.5., Abb. 30). In beiden in 
vivo Modellen konnte eine Senkung des PVDs zwischen 10 % und 20 % erzielt 
werden. Ähnliche Ergebnisse wurden von Yang et al. (2002) nach einer Behandlung 
mit dem AT1-Rezeptorantagonisten Losartan in BDL-Ratten erzielt. Moal et al. 
(2006) konnte den Pfortaderdruck in BDL-Ratten durch die Gabe des leberspezi-
fischen NO-Donors V-PYRRO/NO um ca. 25 % senken. Dadurch, dass beide Sub-
stanzklassen aufgrund ihrer PVD-senkenden Wirkung bereits in der klinischen Be-
handlung von leberfibrotischen Patienten eingesetzt wurden und die in vivo Wirkung 
des sGC Stimulators auf den PVD in etwa vergleichbar ist, bieten diese Daten eine 
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Grundlage für eine weiterführende Diskussion über die therapeutische Anwendung 
von sGC Stimulatoren in der Leberfibrose. 
Der derzeitige Einsatz der sGC Stimulatoren bei der Therapie von hypertensiven Er-
krankungen zeigt allerdings die vasodilatativen Eigenschaften dieser Substanzklas-
se (Mittendorf et al., 2009; Schermuly et al., 2011; Stasch et al., 2011). Da aber bei 
der Leberfibrose keine systemische Hypertension, sondern eine lokale Erhöhung des 
PVDs vorliegt, sollte die antifibrotische Dosierung von BAY 41-2272 zur Vermeidung 
von unerwünschten Nebenwirkungen in einem nicht blutdrucksenkenden Rahmen 
liegen. Dies ist für eine therapeutische Anwendung bei leberfibrotischen Patienten 
wichtig, um das mögliche Risiko einer systemischen Hypotension während einer 
Behandlungsperiode zu minimieren. Durch die Erhebung der notwendigen hämody-
namischen Parameter konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der sGC in der 
verwendeten Dosierung keinen signifikanten Einfluss auf die systemische Herzkreis-
laufsituation hatte (Abschnitt 3.2.5., Tabelle 4; S. 81). Des Weiteren konnte keine 
Korrelation (Anhang 3; S. 124) zwischen dem LVPsys und dem PVD nachgewiesen 
werden, so dass der PVD-senkende Effekt des sGC Stimulators als blutdruckunab-
hängig zu erachten ist. Da die Hauptursachen der hohen Sterberate von leberfibro-
tischen Patienten, die durch eine PTH entstandenen Varizenblutungen sind (Ready 
und Rector, 1989; de Goede et al., 2012), spricht der PVD-senkende und blutdruck-
unabhängige Effekt des sGC Stimulators BAY 41-2272 für eine optimale, antifibro-
tische Therapie der Leberfibrose. 
 
4.2. Vergleich der cGMP-vermittelten, antifibrotischen Wirkung der 
pharmakologischen sGC Stimulation mit bereits klinisch ange-
wendeten Substanzen 
 
Die Beteiligung des NO-cGMP Signalweges bei der Entstehung und Progression von 
fibrotischen Veränderungen von inneren Organen (Wang-Rosenke et al., 2008; 
Stasch und Hobbs, 2009), wie auch bei der Leberfibrose (Gupta et al., 1998; Perri 
et al., 2006), ist schon seit Jahren bekannt und Ziel intensiver Forschungen. Diese 
Erkenntnisse über die pathomechanistischen Veränderungen des NO-cGMP Signal-
transduktionsweges in der Leberfibrose führten dazu, dass NO-Donoren und orga-
nische Nitrate als möglichen therapeutischen Ansatz bei der Erkrankung Leber-
fibrose verwendet wurden (Merkel et al., 2000; Bellis et al., 2003). Die Hauptneben-
wirkung der Toleranzentwicklung bei einer Langzeittherapie mit organischen Nitrat-
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verbindungen (Sage et al., 2000; Chirkov und Horowitz, 2007; Mayer und Beretta, 
2008), limitierte jedoch den therapeutischen Einsatz und Erfolg. Auch die Versuche 
die Nebenwirkungen einer systemische Gabe von NO-Donoren durch eine che-
mische Kopplung von leberspezifischen Gallensäuren an NO zu unterbinden, brachte 
nur kurzeitig einen therapeutischen Erfolg (Berzigotti et al., 2010).  
Um jedoch die zelluläre und druckunabhängige, antifibrotische Wirkung des sGC 
Stimulators bewerten zu können, wurde diese mit der in vitro Wirkung des NO-
Donors DETA NONOate auf TGFß stimulierte HSCs verglichen. Durch die Zugabe 
von DETA NONOate konnte eine durchschnittliche Genexpressionssenkung der 
profibrotischen Marker zwischen 35 % und 48 % je nach HSCs Spezies gemessen 
werden (Abschnitt 3.1.2.1., Abb. 16). Diese mRNA Genexpressionssenkung stimmte 
in etwa mit den Untersuchungen in kardialen Fibroblasten von Kim et al. (1999) über-
ein, der durch die Zugabe von DETA NONOate eine 14 %ige bis 21 %ige Senkung 
der Genexpressionen von ECM remodelling Markern (Col1α1, Fibronektin) erzielte. 
Anhand eines Vergleiches der genexpressionssenkenden Wirkung zwischen DETA 
NONOate (Abschnitt 3.1.2.1., Abb. 16) und dem sGC Stimulator BAY 41-2272 (Ab-
schnitt 3.1.3., Abb. 18), lässt sich deutlich erkennen, dass die cGMP-vermittelte, 
druckunabhängige, antifibrotische Wirkung des sGC Stimulators auf TGFß stimulierte 
HSCs eindeutig stärker ausgeprägt ist. Dies legt den Rückschluss nahe, dass eine 
Behandlung mit dem sGC Stimulator womöglich eine höhere Wirksamkeit bei der 
Leberfibrose zeigt. Folglich könnte eine Therapie mit dem sGC Stimulator BAY 41-
2272 die Limitationen der Nitrattherapie überwinden und eine effiziente Behandlung 
für die Leberfibrose darstellen. 
 
In klinischen Studien wurde allerdings nicht nur die antifibrotische Wirkung von NO-
Donoren zur Behandlung der Leberfibrose untersucht, sondern auch die von spezi-
fischen PDE 5 Inhibitoren. Die PDE 5 Inhibitoren erhöhen, wie auch Nitratverbin-
dungen, den intrazellulären cGMP-Gehalt durch Hemmung der cGMP-abbauenden 
PDE 5. Präklinische Forschungsergebnisse zeigten eine Beteiligung der PDE 5 bzw. 
des NO-cGMP Signalweges in der Leberfibrose. Loureiro-Silva et al. (2006) und Choi 
et al. (2009) wiesen in zirrhotischen Lebergewebe von Ratten eine erhöhte PDE 5 
Aktivität nach. Demnach führte nicht nur die reduzierte cGMP-Bildung, induziert 
durch eine NO-Mangelsituation bzw. durch eine herabgesetzte eNOS Aktivität 
(Rockey et al., 1998; Anegawa et al., 2008; Theodorakis et al., 2009) zu einer Leber-
fibrose, sondern auch der gesteigerte cGMP-Abbau durch die PDE 5. Beide Mecha-
nismen führen zu der bereits diskutierten cGMP-Mangelsituation im fibrotischen 
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Lebergewebe (Perri et al., 2006; Gracia-Sancho et al., 2008; Abschnitt 3.1.7., Abb. 
22). Anhand dieser Forschungsergebnisse wurden neben NO-Donoren, spezifische 
PDE 5 Inhibitoren als mögliche klinische Therapie bei Leberfibrosepatienten unter-
sucht. Ziel der Therapie mit PDE 5 Inhibitoren ist es den endogenen cGMP-Spiegel 
durch eine Hemmung des Abbaus anzuheben (Deibert et al., 2006; Lee et al., 2008).  
Um einen weiteren Vergleich zwischen bereits klinisch angewendeten Substanzen 
und dem sGC Stimulator BAY 41-2272 ziehen zu können, wurde die Wirkung des 
spezifischen PDE 5 Inhibitors Vardenafil auf TGFß stimulierte HSCs untersucht 
(Abschnitt 3.1.5., Abb. 20). Vardenafil zeigte nur in hHSCs eine leichte genexpres-
sionssenkende Wirkung der profibrotischen Marker. Dieser Effekt stand jedoch in 
keiner Relation zu der deutlich stärkeren cGMP-vermittelten, druckunabhängigen, 
antifibrotischen Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-2272. Auch die Kombination 
von sGC Stimulator und Vardenafil wies nur eine geringfügig additive, antifibrotische 
Wirkung auf. Diese in vitro Ergebnisse deckten sich mit den Ergebnissen von kli-
nischen Studien mit leberfibrotischen Patienten. Hier konnte gezeigt werden, dass 
Vardenafil oder auch Sildenafil die Progression der Leberfibrose zwar abmildern 
(Deibert et al., 2005; Lee et al., 2008), aber nur eine geringfügige bis keine Wirkung 
auf den PVD bzw. der daraus resultierenden abdominalen Varizenblutungen haben 
(Clemmesen et al., 2008; Tandon et al., 2010).  
 
Zusammenfassend lässt sich aufzeigen, dass durch diese Dissertationsarbeit erst-
malig sowohl die in vitro als auch die in vivo Wirkung des sGC Stimulators BAY 41-
2272 auf die Leberfibrogenese dargestellt werden konnte. Anhand der erhobenen in 
vitro Befunde mit TGFß stimulierten HSCs konnte nicht nur ein direkter zellulärer, 
cGMP-vermittelter, antifibrotischer Effekt der Substanz, sondern auch die Beteiligung 
des NO-cGMP Signaltransduktionsweges in der Entstehung der Leberfibrose aufge-
zeigt werden. Erste in vitro Daten weisen auf einen cGMP-vermittelten, PKG-ab-
hängigen, antifibrotischen Wirkmechanismus von BAY 41-2272 in der Leberfibrose 
des Menschen hin. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der sGC Stimulator 
BAY 41-2272 in zwei verschiedenen Rattenmodellen nicht nur einen direkten zellu-
lären, antifibrotischen Effekt hatte, sondern dieser auch blutdruck- und induktions-
unabhängig war. Erstmalig wurde auch die klinisch bedeutsame, PVD-senkende 
Wirkung der pharmakologischen Stimulation der sGC nachgewiesen. Die präklinisch 
gezeigten, deutlich stärkeren, antifibrotischen Effekte des sGC Stimulators BAY 41-
2272 im Vergleich zu NO-Donoren und PDE 5 Inhibitoren, legen in der klinischen 
Situation eine mögliche höhere Wirksamkeit in der Behandlung der Leberfibrose 
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nahe. Somit ist eine Therapie mit dem sGC Stimulator BAY 41-2272 möglicherweise 
sowohl der Nitrattherapie als auch der Therapie mit spezifischen PDE 5 Inhibitoren in 
der Leberfibrose überlegen. Durch die Erhebung von in vitro Experimenten mit 
hHSCs und der übertragbaren antifibrotischen in vivo Wirkung, sollte daher eine 
mögliche Behandlung von leberfibrotischen Patienten mit dem sGC Stimulator 
überdacht und in der Zukunft entprechend diskutiert werden.  
 
4.3. Limitationen der in vitro und in vivo Modelle für die Untersu-
chung der Erkrankung Leberfibrose 
 
4.3.1. Limitationen der in vitro Untersuchungen an HSCs 
 
Im Jahre 2005 zeigte Sancho-Bru et al. bereits, dass eine Limitation der Zellkultur-
versuche mit HSCs besteht, da isolierte Fibroblasten von leberfibrotischen Patienten 
z.T. ein anderes Genexpressionsprofil als isolierte HSCs von in vivo Modellen zeig-
ten. Dies könnte z.B. auch den unterschiedlichen Signaltransduktionsweg der schein-
bar speziesabhängigen, cGMP-vermittelten, antifibrotischen Wirkung des sGC Stimu-
lators BAY 41-2272 auf TGFß stimulierte HSCs erklären (Abschnitt 3.1.6.). Des Wei-
teren stellte Sancho-Bru et al. (2005) fest, dass keine 100 %ige Übertragbarkeit zur 
Leberfibrogenese im Menschen zu gewährleisten ist. Im gleichen Jahr wurde von 
Xu et al. diskutiert, dass isolierte HSCs oft durch andere Leberzellen verunreinigt 
sind und dadurch Forschungsergebnisse stark zwischen den einzelnen Aufarbeit-
ungen schwanken können. Ebenfalls erwähnte er noch einmal explizit die Proble-
matik der Selbstaktivierung der HSCs in Kultur. Diese Selbstaktivierung limitiert die 
Verwendung aller durchgeführten in vitro Experimente für eine graphische Dar-
stellung und bedingt strikte Ausschlusskriterien für Versuche mit vollständig vorakti-
vierten HSCs. Dies hatte zur Folge, dass teilweise eine hohe Anzahl an in vitro Ex-
perimenten durchgeführt werden musste und die aufgezeigte cGMP-vermittelte, 
Wirkung des sGC Stimulators zwischen den einzelnen durchgeführten Experimenten 
leicht schwankte. De Minicis et al. (2007) diskutierte zudem, dass die Kultivierung 
und Untersuchung von isolierten HSCs niemals die pathophysiologische Situation in 
einem Zellverband wiederspiegeln kann. Eine weitere Einschränkung ist die geringe 
Verfügbarkeit von Zellen verschiedener Spender, so dass eine Aussage über die 
Prädiktivität dieses in vitro Modells nur eingeschränkt getroffen werden kann. Dem-
nach ist grundsätzlich eine Limitation bei der Frage nach der Übertragbarkeit von in 
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vitro Befunden auf die humane Patientensituation gegeben und die Durchführungen 
von in vivo Studien unabdingbar. Derzeitig steht jedoch kein anderes in vitro Ver-
fahren für die Untersuchung einer antifibrotischen Substanzwirkung in der Leber-
fibrose zur Verfügung, so dass Forschungsergebnisse unter der Berücksichtigung 
der beschriebenen Limitationen begutachtet werden sollten.  
 
4.3.2. Einschränkungen der Tiermodelle für die Erkrankung Leberfibrose 
 
Durch die Anwendung von verschiedenen, bereits gut charakterisierten und mit der 
humanen Patientensituation verglichenen Tiermodellen ist es möglich erste Anhalts-
punkte über eine antifibrotische Wirkung einer Substanz gewinnen zu können. Dies 
lässt auch erste Hinweise über klinische Therapieerfolge bei der Erkrankung Leber-
fibrose zu. Alle derzeitigen zur Therapie von leberfibrotischen Patienten verwendeten 
Substanzen, wie z.B. nicht-selektive ß-Blocker (Muntaner et al., 2010; Sersté et al., 
2010), Hemmer des Angiotensin konvertierenden Enzyms (= ACE-Hemmer; Töx und 
Steffen, 2006; Yoshiji et al., 2007) und Statine (Abraldes et al., 2009; Stojakovic et 
al., 2010) zeigten in den verschiedenen in vivo Modellen eine antifibrotische Wirkung 
und Verbesserung der Leberpathogenese. Dennoch stellt die Prädiktivität der Tier-
modelle für den Bereich der Leberfibrose weiterhin ein Problem dar. Nicht nur ana-
tomische Unterschiede, wie z.B. das Fehlen der Gallenblase bei Ratten, sondern 
auch speziesabhängige Substanzwirkungen erschweren z.T. die Evaluierung von 
neuen antifibrotischen Therapien. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss daher 
berücksichtigt werden, dass die in vivo Leberfibrosemodelle, auch aufgrund der 
unterschiedlichen Ätiologien, nur erste Hinweise auf neue wirkungsvolle Therapiean-







Leberfibrose, die gemeinsame Endstrecke aller chronischen Lebererkrankungen, ist 
weltweit ein großes Problem der öffentlichen Gesundheit. Der schwere Krankheits-
verlauf und die Tatsache, dass es bis heute keine effiziente Therapie für eine erfolg-
reiche Behandlung gibt, spiegelt die dringende Notwendigkeit der weiteren Erfor-
schung dieser Erkrankung für die Entwicklung von neuen antifibrotischen Therapien 
wieder. Da es erste Hinweise für eine antifibrotische Wirkung durch eine pharmako-
logische Modulation des NO-cGMP-Signalweges gibt, war das Ziel die therapeu-
tische Relevanz einer spezifischen Intervention mit dem cGMP-erhöhenden sGC Sti-
mulator BAY 41-2272 in der Leberfibrose zu überprüfen. Des Weiteren sollten die 
Beteiligung von NO und cGMP an den molekularen Pathomechanismen der Leber-
fibrose weiterführend untersucht werden. Um diese Fragen zu beantworten, wurden 
TGFß-aktivierte, leberspezifische Fibroblasten vom Menschen und von Ratten (= 
hepatic stellate cells) und zwei verschiedene in vivo Modelle (Gallengangsligatur- 
und Schweineserum Modell) verwendet. In vitro konnte eine konzentrationsabhäng-
ige Expressionssenkung von profibrotischen Markergenen unter der Behandlung mit 
dem sGC Stimulator BAY 41-2272 in beiden Fibroblastenspezies beobachtet wer-
den. Diese direkte zelluläre, antifibrotische und speziesunabhängige Wirkung basier-
te auf den spezifischen sGC-vermittelten Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzen-
tration. Erste Daten weisen darauf hin, dass dieser cGMP-vermittelte, antifibrotische 
Mechanismus von BAY 41-2272 in der Leberfibrose z.T. PKG-abhängig sein kann. 
Durch die Verwendung von zwei verschiedenen Tiermodellen, sollte die direkte zellu-
läre, antifibrotische in vitro Wirkung von BAY 41-2272 hinsichtlich einer Übertrag-
barkeit auf die in vivo Situation untersucht werden. In beiden Leberfibrosetiermo-
dellen senkte der sGC Stimulator BAY 41-2272 signifikant die pathologische An-
sammlung von Kollagen und die Expression von profibrotischen Markergenen in der 
Leber. Darüber hinaus zeigten BAY 41-2272 behandelte Tiere eine signifikante Sen-
kung des Portalvenendruckes ohne Veränderungen des systemischen Blutdruckes, 
was anhand von hämodynamischen Parametern aufgezeigt wurde. Zusammen-
fassend zeigen diese Ergebnisse eine direkte, antifibrotische Wirkung des sGC Sti-
mulators BAY 41-2272 sowohl auf zellulärer Ebene als auch in Tiermodellen mit 
unterschiedlichen Ätiologien. Zusätzlich konnte die Beteiligung des NO-cGMP 
Signalweges in der Pathogenese der Leberfibrose bestätigt werden. Die vorteilhafte, 
drucksenkende Wirkung von BAY 41-2272 auf die portale Hypertension in den in vivo 
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Experimenten zeigt, dass eine spezifische pharmakologische Stimulation der sGC 





Liver fibrosis, the final common pathway of all chronic liver diseases, is a major 
public health problem worldwide. The severity and progression of this disease and 
the fact that there is still no efficacious treatment available reflects the urgent need 
for further research to find new direct anti-fibrotic treatment options. Since there is a 
preliminary evidence for anti-fibrotic effects by the pharmacological modulation of the 
NO-cGMP pathway, the aim was to investigate the relevance of a specific therapeutic 
intervention with the cGMP-enhancing sGC stimulator BAY 41-2272 within liver fibro-
sis. Furthermore, the involvement of NO and cGMP during the molecular pathogene-
sis of liver fibrosis should be examined. To address these questions rat and human 
TGFß-activated, liver specific fibroblasts (= hepatic stellate cells) and two different in 
vivo models (bile duct ligation- and pig serum model) were used. In vitro, a concen-
tration-dependent reduction of pro-fibrotic marker genes expressions was observed 
under the treatment with the sGC stimulator BAY 41-2272 in both fibroblasts species. 
This direct cellular, anti-fibrotic, species-independent effect was based on the specific 
sGC-mediated increase in intracellular cGMP concentration. First data suggested 
that the cGMP-mediated, anti-fibrotic mechanism of BAY 41-2272 in part can be 
PKG-dependent. By the use of two different animal models, we wanted to investigate 
whether the direct cellular, anti-fibrotic effect of BAY 41-2272 could be translated to 
the in vivo situation. In both animal models of liver fibrosis, the sGC stimulator BAY 
41-2272 significantly reduced the collagen accumulation and the expression of pro-
fibrotic marker genes in the liver tissue. Moreover, BAY 41-2272 treated animals 
showed a significant reduction of portal venous pressure without effects on systemic 
blood pressure as demonstrated by the measurement of hemodynamic parameters. 
In conclusion, these findings demonstrated a direct anti-fibrotic effect of the sGC 
stimulator BAY 41-2272 on the cellular level and in animal models of different 
etiology. Additionally the involvement of the NO-cGMP pathway in the pathogenesis 
of liver fibrosis was confirmed. The beneficial effect on portal hypertension in the in 
vivo experiments suggests that a specific pharmacological stimulation of the sGC 
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Anhang 1: Repräsentative Vitalitätsbilder von rHSCs ((a) bis (d)) und hHSCs ((e) bis (h)) nach 48 h 








TGFß stimuliert (1 ng/ml) + DMSO TGFß stimuliert (1 ng/ml) + DMSO 
 
TGFß stimuliert (1 ng/ml) 
+ 1 µM BAY 41-2272 
TGFß stimuliert (1 ng/ml) 
+ 1 µM BAY 41-2272 
 
TGFß stimuliert (1 ng/ml) 
+ 10 µM BAY 41-2272 
TGFß stimuliert (1 ng/ml) 











Anhang 2: Wirkung von 8-Bromo-cGMP ± KT 5823 auf TGFß stimulierte HSCs nach 48 h 
Darstellung der prozentualen mRNA Genexpressionen von Col1α1 ((a) + (d)), α-SMA ((b) + (e)) und 
LTBP 2 ((c) + (f)) 
 
((a) – (c) Ratte n= 3 Versuche (Duplikate) á 2 LOT; (d) – (f) Human n= 3 Versuche (Duplikate) á 1 Spender; MW ± SEM 
Signifikanz vs. DMSO Kontrolle (= 100 %); one-way ANOVA mit Newman-Keuls post hoc Analyse; * p < 0,05, ** p < 0,01 und 
*** p < 0,001) 8-Bromo-cGMP= stabiles cGMP Analogon; DMSO= Dimethylsulfoxid; KT 5823= PKG Inhibitor; TGFß= trans-
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1ng/ml TGFß + + + + 
300 µM 8-Bromo-cGMP - + + - 
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Anhang 3: Darstellung der Relation von PVD zu LVPsys 
(a) BDL Modell und (b) Schweineserum Modell 
(Tieranzahl pro Gruppe: Kontrolle n= 5, Placebo n= 15-16, 1 mg/kg bid BAY 41-2272 n= 14-16; MW ± SEM) 
BAY 41-2272= sGC Stimulator; LVPsys= linksventrikulärer Druck; PVD= Portalvenendruck; R2 = Korrelationskoeffizient nach Pearson 
 
BDL Modell Schweineserum Modell 
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